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Los flavonoides son compuestos que tienen múltiples funciones en la bioquímica, fisiología 
y ecología de las plantas, dentro de las cuales se describen la defensa y protección frente 
al estrés. En clavel, los flavonoides han sido descritos como compuestos fundamentales 
en procesos de defensa, principalmente contra Fusarium oxysporum sp. dianthi; este es 
un patógeno vascular que causa pérdidas significativas en el cultivo de esta flor. En el 
presente estudio, se profundizó en la biosíntesis de flavonoides en raíces de clavel durante 
la interacción con Fod, evaluando tanto a nivel constitutivo, como por efecto de la 
inoculación con el patógeno, los compuestos presentes a este nivel y algunos parámetros 
bioquímicos y moleculares asociados a su biosíntesis. Así mismo se evaluó el efecto que 
tiene la aplicación previa a la inoculación de un potencial inductor de resistencia de origen 
biótico obtenido directamente del patógeno. Para ello, se emplearon dos variedades 
comerciales contrastantes a la enfermedad clavel (resistente y susceptible a Fod), que 
fueron sometidas a un proceso de inoculación y muestreos a diferentes horas 
posinoculación, para posteriormente obtener extractos metanólicos y analizar los 
flavonoides presentes usando HPLC/MS. Para los parámetros bioquímicos y moleculares 
se usaron métodos espectrofotométricos y la técnica RT-qPCR para la evaluación de los 
niveles transcripcionales de algunas de las enzimas involucradas. Los resultados 
presentados en este estudio confirmaron la importancia de la biosíntesis de los flavonoides 
en la resistencia a la enfermedad. Así mismo, se evidenció que la elicitación previa al 
proceso de inoculación estimuló este proceso en la variedad susceptible, lo que le permitió 
estar preparada para el desafío contra el patógeno. El conocimiento generado en este trabajo 
complementa los trabajos desarrollados en este modelo, y evidenció el papel central que tienen 
los flavonoides, especialmente los glicosilados de tipo flavonol, en la inducción de resistencia 
usando elicitores de origen biótico.  
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Abstract   
Flavonoids are compounds that have multiple functions in plant biochemistry, physiology 
and ecology, within which defense and protection against stress are described. For 
carnation flowers, flavonoids have been described as fundamental compounds in defense 
processes, mainly against Fusarium oxysporum sp. dianthi. This is a vascular pathogen 
that causes significant losses in the cultivation of this type of flower. In this work, the 
biosynthesis of flavonoids in carnation roots during the interaction with Fod was studied in 
detail, evaluating both the constitutive level and the effect of inoculation with the pathogen, 
also, the compounds present at the constitutive level and some biochemical and molecular 
parameters associated with its biosynthesis. Additionally, the effect of the application of a 
potential biotic inducer of resistance prior to inoculation that is obtained directly from the 
pathogen was evaluated. For this, two commercial varieties were used, which were 
subjected to an inoculation process and sampling at different hours post-inoculation, to 
subsequently obtain methanolic extracts and analyze the flavonoids present using 
HPLC/MS. For biochemical and molecular parameters, spectrophotometric methods and 
the RT-qPCR technique were used to evaluate the transcriptional levels of some of the 
enzymes involved. The results presented in this study confirmed the importance of 
flavonoid biosynthesis in disease resistance. At the same time, it was evidenced that the 
elicitation prior to the inoculation process stimulated this process in the susceptible variety, 
which allowed it to be prepared for the battle against the pathogen. The knowledge 
generated in this study complements the work developed in this model carnation-fusarium, 
and acredited the central role of flavonoids, especially flavanol-type glycosylates, in 
inducing resistance using elicitors of biotic origin. 
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El cultivo de clavel es uno de los más importantes en el sector floricultor en Colombia. 
Debido a la diversidad de colores, es considerada una de las flores más apetecidas por los 
mercados mundiales y Colombia se ha establecido como el principal productor de esta flor 
a nivel mundial. En el país, el clavel es la segunda flor de mayor exportación, seguido de 
la rosa, con una representación del 17.9% del total producido. Para el 2018, habían 8.433 
hectareas sembradas para el cultivo de clavel especialmente es el departamento de 
Cundinamarca, con una participación del 66% de la producción nacional. Los claveles 
representaron un ingreso de US$ 152,7 millones, solo por exportaciones (Sánchez, 2020). 
 
Sin embargo, es un cultivo que se ve fuertemente afectado por el marchitamiento vascular, 
una enfermedad causada por el hongo Fusarium oxysporum f sp. dianthi (Fod). Un cultivo 
de clavel afectado por esta enfermedad puede tener pérdidas en la producción de más de 
la mitad (50-60%) de los individuos productivos. Dentro de las medidas de control de la 
enfermedad, se encuentra el uso de agroquímicos que son de alto costo, generan un 
impacto negativo al ecosistema y a la salud, y no logran ser lo suficientemente eficaces.  
 
Estudios previos han encontrado que el metabolismo de los flavonoides en el clavel puede 
jugar un papel importante en la resistencia a la enfermedad; esto considerando los reportes 
que han demostrado sus características antifúngicas y su posible papel como 
fitoanticipinas, al presentarse de manera constitutiva en la planta, o como fitoalexinas, al 
tener características inducibles. Así mismo, teniendo en cuenta sus propiedades 
antioxidantes, se ha propuesto que pueden cumplir un papel en la regulación de especies 
reactivas de oxígeno, durante la interacción con el patógeno (Agati, Azzarello, Pollastri, & 
Tattini, 2012; Ardila, Martínez, & Higuera, 2013). De manera general se ha propuesto que 
estos metabolitos pueden jugar un papel determinante en la resistencia de las plantas, a 
patógenos causantes de marchitamientos vasculares como es el caso de F. oxysporum 
(Kumar et al., 2015)(Galeotti, Barile, Curir, Dolci, & Lanzotti, 2008,Buśko et al., 2014). 
2 Introducción 
 
En este contexto y con el fin de profundizar en el estudio de nuevas estrategias de control 
de la enfermedad, en la presente investigación se presenta evidencia experimental que 
demuestra que la inducción de la biosíntesis de flavonoides hace parte de la respuesta 
asociada a la inducción de resistencia causada por la aplicación de elicitores de origen 
biótico. La aplicación de diferentes tipos de inductores de resistencia, ya sean de origen 
biótico o abiótico, han llamado la atención de la comunidad científica teniendo en cuenta 
el potencial que tienen para ser alternativas eficientes y mas limpias si se comparan con 
las actualmente existentes y reducir el uso de agroquimicos (Oliveira, Varanda, & Félix, 
2016; Thakur & Sohal, 2013).  
 
Teniendo en cuanta lo anterior, se determinó el efecto de la aplicación de un elicitor 
biológico obtenido de Fod, sobre parámetros bioquímicos asociados a la producción de 
flavonoides, relacionado a sus contenidos relativos acumulados/producidos  y los niveles 
trasncripcionales de algunas enzimas asociadas a la ruta biosintética. Esta información 
permitió explorar y profundizar en el papel plausible de estos compuestos en los procesos 
de respuesta/defensa de la planta, con el fin de entender los probables procesos de 
inducción de resistencia. Esto se consiguió mediante análisis comparativos en un ensayo 
in vivo de inoculación con el patógeno, usando dos variedades de clavel (resistente y 
susceptible a Fod), con el fin de comprender tales parámetros bioquímicos en los que se 
podría fundamentar la resistencia a la enfermedad. Posteriormente, en un segundo ensayo 
in vivo de inoculación, únicamente en la variedad susceptible, se empleó un elicitor al 
proceso de inoculación, para promover la respuesta de defensa en la planta.  
 
Es así como este trabajo proporciona nueva información sobre la biosíntesis de flavonoides 
asociados a la defensa de la planta durante la interacción con el patógeno y se reporta, 
por primera vez, si ésta se ve afectada por el uso del elicitor previamente mencionado. 
Este estudio también aporta al conocimiento de algunos mecanismos de regulación de 
enzimas importantes de la ruta de biosíntesis de flavonoides que se encuentran 
involucradas en la respuesta frente al patógeno. Además, mediante el estudio del factor 
de transcripción que se ha propuesto, se comprende el papel de regulación de la 
biosíntesis de estos compuestos en respuesta al patógeno. 
 
Este trabajo de investigación hace parte de un proyecto financiado por Colciencias titulado 
”Estudio del uso de elicitores de origen biotico en el clavel (Dianthus caryophyllus L) para 
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el control del marchitamiento vascular: una alternativa al uso de fungicidas de origen 
sintético”. El proyecto se  realizó en conjunto por varios grupos de investigación, incluyendo 
el grupo InQuiBio de la Universidad Militar Nueva Granada y el de Estudio de Actividades 
Metabólicas Vegetales de la Universidad Nacional de Colombia. Como parte de los 
productos que se ha obtenido a la fecha se encuentran los siguientes: 
 
• Presentación del poster titulado: “Constitutive and induced flavonoids associated 
with the defense in carnation (Dianthus caryophyllus L) during its interaction with 
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi” el el congreso: “III Reunión bianual de la 
Sociedad Española de Fisiología Vegetal y el XVI Congreso Hispano-Luso de 








1.1 Objetivo general 
Evaluar la elicitación en clavel (Dianthus caryophyllus L) y su influencia sobre la biosíntesis 
de flavonoides durante la interacción con Fusarium oxysporum f.sp. dianthi. 
 
1.2 Objetivos Específicos 
 
. 1. Determinar flavonoides constitutivos e inducibles involucrados en la interacción 
clavel (Dianthus caryophllus L)- Fusarium oxysporum f.sp. dianthi. 
2. Evaluar el efecto de la elicitación sobre la biosíntesis de flavonoides del clavel 
(Dianthus caryophllus L) durante la interacción con Fusarium oxysporum f.sp. dianthi. 
3. Evaluar el efecto de la elicitación en la transcripción de algunas enzimas y factores 
de transcripción asociados a la biosíntesis en el clavel (Dianthus caryophllus L) durante su 
interacción su Fusarium oxysporum f.sp. dianthi. 
4. Proponer un modelo del efecto de la elicitación en la respuesta del clavel (Dianthus 








2. Estado actual del tema 
2.1 Defensa en plantas  
Las plantas tienen todo tipo de interacciones con diferentes organismos; estas, pueden ser 
de mutua cooperación como, por ejemplo, relaciones con bacterias promotoras de 
crecimiento (Plant Growt-Promoting Rhizobacteria- PGPR), las cuales favorecen el 
crecimiento y la productividad vegetal. También pueden proporcionar relaciones con 
algunos otros microorganismos, como virus, bacterias y hongos, pueden alterar las 
funciones normales de la planta que desencadenan en infecciones y enfermedades que 
pueden ocasionar la muerte de la planta (Agrios, 2005).  
Las plantas poseen una variedad de mecanismos que les permiten defenderse frente al 
ataque de patógenos. La primera línea de defensa está formada por las barreras físicas 
que incluyen las cutículas, la pared celular y los metabolitos antimicrobianos en forma de 
fitoanticipinas (Klessig, Choi, & Dempsey, 2018). Si el patógeno logra avanzar, las plantas 
responden activando la primera línea activa de defensa conocida como PTI (Maffei, 
Arimura, & Mithöfer, 2012), que ocurre por el reconocimiento de patrones moleculares 
asociadas a patógenos (PAMP). Los PAMPS son moléculas constitutivas de los 
microorganismos que son reconocidas por las plantas, algunos de estos PAMPS  son el 
factor de elongación bacteriano EF-Tu, el péptido de la pared celular flagelina flg22, entre 
otros (Maffei et al., 2012). 
Los PAMPS son reconocidos por las plantas a través de receptores de reconocimiento de 
patógenos (PRR). Generalmente los PRR son los receptores de quinasas (RPK). Los RPK 
median la red de señalización cascada abajo que ocurre por proteínas quinasas activadas 
por Ca2+ y por proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK). Esta activación 
desencadena la respuesta PTI, que incluye la generación de especies reactivas de oxígeno 
(ROS), niveles aumentados de Ca2+, síntesis de fitoalexinas, transcripción de genes 
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asociadas a defensa  (PR - pathogenic resistant) y/o el inicio de la respuesta hipersensible 
(HR - hypersensitive reaction) (Klessig et al., 2018; Maffei et al., 2012). 
En la historia evolutiva de la relación plata-patógeno, algunos patógenos especializados 
pueden suprimir la  primera barrera de defensa PTI mediante proteínas efectoras que son 
traslocadas a la célula de la planta bloqueando la PTI. A este fenómeno se le conoce como 
susceptibilidad activada por efectores (ETS) (Ramirez-Prado, Abulfaraj, Rayapuram, 
Benhamed, & Hirt, 2018). Los efectores son capaces de perturbar los procesos de defensa 
de las plantas, ya sea a nivel de reconocimiento, en la traducción de señales o a nivel de 
los mecanismos de defensa que se activan debido a su presencia en los tejidos de las 
plantas (Bent & Mackey, 2007). Sin embargo, algunas plantas también han co-
evolucionado y muchas han desarrollado receptores que les permiten reconocer estos 
efectores y combatir los patógenos virulentos activando la segunda línea de defensa, 
conocida como Inmunidad Activada por Efectores (ETI) (Klessig et al, 2018). Los efectores 
son reconocidos por las proteínas R, que consisten en la unión de nucleótidos con 
dominios de repeticiones ricos en leucina (NB-LRR). El reconocimiento mediado por 
proteína R desencadena la respuesta cadena abajo que resulta en la respuesta de defensa 
ETI (Maffei et al., 2012). La respuesta ETI es similar a PTI, sin embargo, en la ETI induce 
respuestas más fuertes y duraderas (Klessig et al, 2018). 
La PTI y la ETI pueden activar respuestas de defensa en tejidos distales no infectados, 
principalmente mediado por hormonas como el ácido salicílico libre (SA), ácido jasmonico 
(JA) y el etileno (ET) (Ramírez-Prado et al, 2018), lo que conlleva al desarrollo de una 
respuesta sistémica adquirida (SAR) (Klessig et al., 2018; Mishina & Zeier, 2007). La SAR 
es un mecanismo de defensa que consiste en la translocación de señales, a través del 
floema, desde un sitio de infección primaria a los demás tejidos. Posteriormente, ocurre 
una reprogramación masiva transcripcional y metabólica que deja a la planta preparada 
para un nuevo ataque. Este mecanismo proporciona protección a la planta contra una 
amplia gama de patógenos (Kachroo & Kachroo, 2018). La SAR es considerada como una 
estrategia para el control de patógenos, debido a su estabilidad, ya que es efectiva a largo 





Actualmente se habla de inducir una respuesta a través de elicitores; es decir, pequeñas 
moléculas capaces de activar cualquier tipo de defensa de la planta, similar a la que se 
induce por la infección causada por el patógeno; por ejemplo, la producción de fitoalexinas. 
Los elicitores pueden ser clasificados de acuerdo con su origen como exógenos (cuando 
proviene de sustancia del patógeno) o endógenos (cuando son compuestos liberados por 
las plantas por acción del patógeno). Los elicitores se pueden clasifican en físicos, 
químicos, bióticos o abióticos. El mecanismo de los elicitores es de traducción de señales 
que activen la respuesta inmune primaria de la planta PTI e inducir la resistencia localizada 
o sistémica en plantas susceptibles, que se vuelven resistentes a infecciones posteriores 
(Thakur & Sohal, 2013). 
2.1.1 Resistencia adquirida en plantas 
Las plantas pueden desarrollar resistencia a un amplio espectro de distintos patógenos, 
luego de que la planta ha sido infectada por un patógeno. Esta resistencia puede ocurrir 
en el tejido cercano de la infección y se conoce como “resistencia localizada inducida”  
(LAR), pero también puede ocurrir resistencia a partes distantes al sitio de infección, este 
fenómeno se conoce como “resistencia sistémica adquirida” (SAR) (Uwe Conrath, 2009).  
Tanto, SAR como LAR se asocian frecuentemente con la acumulación de proteinas 
relacionadas con patogénesis (PRs). En el caso de SAR, es un proceso dependiente de 
ácido salisilico e involucra la traducción de proteinas NPRI para el desarrollo de la 
respuesta de defensa (Gozzo & Faoro, 2013).La identidad de señales a larga distancia, 
desde el punto de infección hasta sitios distintos aún no es muy clara (Uwe Conrath, 2009). 
Se han identificado varias señales que pueden estar involucradas en la propagación de la 
resistencia a larga distancia, como lo es: Metil Salicilato (MeSA) (Attaran, Zeier, Griebel, & 
Zeier, 2009; Koo et al., 2007; Manosalva et al., 2010; Spoel & Dong, 2012)Glicerol-3-fosfate 
(G3P)(Chanda et al., 2011),  deshidroabieilamina (DA)(Chaturvedi et al., 2012), ácido 
azelaico (AZA) (Jung, Tschaplinski, Wang, Glazebrook, & Greenberg, 2009) (Jung et al., 
2009; Zoeller et al., 2012), acidp pipecolico (Pip) (Gozzo & Faoro, 2013; Návarová, 
Bernsdorff, Doring, & Zeier, 2015). 
Otro tipo de resistencia es la conocida como ISR “respuesta sistemica inducida”, el cual es 
definido por el estado de resistencia inducido en plantas por inductores biológicos o 
químicos, que protege a las plantas contra futuros ataques de patógeno o herbívoros (Kuc, 
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1982; Pieterse et al., 2014). La ISR se caracteriza por la activación de mecanismos de 
defensa latentes que se expresan en un desafio posterior de un patógeno o hervivora,la 
IRS no solo se expresa a nivel local sino, también de manera sistémica y confiere un mayor 
nivel de protección contra un amplio espectro de patógeno, pero también de herbívoros 
(Pieterse et al., 2014). 
Priming 
Actualmente, se ha empleado el término de “priming” o cebado, como un mecanismo de 
resistencia inducida en plantas  (Conrath, 2009). Esta estrategia se caracteriza por la 
activación de un estado fisiológico de defensa que le permite a una planta responder más 
rápido y efectivamente frente a un estrés por la presencia de un patógeno en comparación 
con una planta que no fue cebada (Figura 2-1) (Conrath et al., 2006). El evento de priming 
estimula y prepara los rasgos relacionados con defensa, para que durante el desafío se 
activen los rasgos de defensa a nivel fenotípico y más robustos que las plantas no 
preparadas (Martinez-Medina et al, 2016). Se ha descrito en Arabidopsis, que la histona 
acetiltransferasa (HAC1) es importante para la preparación de los genes de PTI, en un 
proceso de priming (Singh et al., 2014). 
El priming puede ser inducido por compuestos químicos (por ejemplo, ácido β-
aminobutirico, ácido salicílico, ácido pipecólico, ácido jasmónico o compuestos orgánicos 
volátiles, entre otros), la infección por patógenos, endófitos, herbívoros, insectos o señales 
ambientales (Conrath et al, 2006). Algunas de las formas de activar el priming es por medio 
de la adición exógena de SA, que prepara a la planta para mejorar la expresión de las 
defensas celulares (Vos, Pieterse, & Van Wees, 2013) 
Otra forma en la cual se puede activar una etapa de priming es por medio de 
microorganismos, por ejemplo,Pozo et al., (2002) observaron que, en tomate (Solanum 
lycopersicum), las plantas que fueron colonizadas por hongos micorrízicos presentaron 
mayor acumulación de PRs que las plantas no tratadas. Así mismo, describieron que estas 
plantas tenían más deposiciones de pectina y calosa en las paredes celulares y asociaron 





Figura 2-1 Las etapas el priming son: (a) fase de cebado o de sensibilización: es una etapa 
definida por la presencia de un estímulo. Los niveles de diversos metabolitos primarios y 
secundarios, enzimas, hormonas y otras moléculas aumentan ligeramente, lo que orienta 
a la planta hacia un estado de sensibilización. (b) fase de desafío: la planta es expuesta a 
un estrés mayor (presencia del patógeno). Y en las planta pre-tratadas (línea verde) la 
respuesta de defensa se inducen rápidamente y en mayor proporción. (c) fase 
transgeneracional: las semillas provenientes de las plantas con priming son capaces de 
reaccionar más rápida y adecuadamente frente a un estrés. Imagen adaptada de Balmer 
et al,  2015. 
También se habla de cross-priming (cebado cruzado), cuando un estrés puede preparar la 
planta para resistir otro tipo de estrés (Ramírez-Prado et al, 2018), como lo describió Singh 
et al. (2014) en Arabibopsis, donde algunas plantas fueron sometidas a niveles subletales 
de sal, frio y calor y se evidenció que estas plantas fueron más resistentes a la infección 
por patógenos bacterianos que las que no fueron previamente expuestas a un estrés 
ambiental. 
Las principales características de priming son: la memoria, bajo costo de fitness, respuesta 
de defensa más robusta y de amplio espectro.  
La memoria es la característica que hace referencia a la información que almacena 
la planta después de un estímulo. En Arabidopsis se ha descrito como marcadores 
moleculares el aumento de FLS2 y CERK1 para determinar un estado de priming, 
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así mismo, hay mayor acumulación de proteínas quinasas MPK3 y MPK, expresión 
aumentada de factores de transcripción y modificaciones de histonas (Martinez-
Medina et al, 2016). Posterior al proceso de priming, la planta se somete a una 
etapa de desafío o estrés por el patógeno, donde ocurrirá el proceso de activación 
de la defensa de manera más robusta que las plantas no estimuladas. El lapso 
entre los eventos no es muy claro y puede variar, debido a que el priming implica 
un costo menor que una respuesta de defensa completa. Si el estímulo no llega, 
los niveles volverán a su punto basal. Por ejemplo, en Arabibopsis la proteína CAF1 
se caracterizado por reprimir  el priming en caso de no llegar la patógeno (Mozgová 
et al., 2015).  
El priming puede afectar a las células somáticas y ser temporal (sensu lato); como 
se mencionaba previamente o, en algunos casos, puede tener efecto en la 
cromatina de los gametos y tener un efecto transgeneracional (sensu stricto). Esta 
memoria está parcialmente mediada por MAP quinasas, cambio en la metilación de 
DNA y modificación de histonas (Ramirez-Prado et al, 2018).    
Bajo costo de fitness: El priming es una medida adaptativa de bajo costo, debido a 
que no existe respuesta de defensa activa, solo de manera leve (Martinez-Medina 
et al, 2016). La inducción del estímulo causa leves alteraciones fisiológicas, sin 
embargo, después del desafío, las plantas sometidas al estímulo tienden a un 
fitness mayor que las no preparadas. Por lo tanto, los beneficios de sensibilizar la 
planta previamente superan el costo en condiciones de estrés (Martinez-Medina et 
al, 2016). Por otro lado, estudios en Arabidopsis demuestran que el priming 
inducido a bajas dosis de ácido β-aminobutírico, no tiene efecto en el crecimiento 
de las plantas, ni en la producción de semillas en ausencia del patógeno (Van 
Hulten, Pelser, Van Loon, Pieterse, & Ton, 2006), por lo tanto, no existe una 
alteración del fitness en la planta; es decir, no hay pérdida de la capacidad 
reproductiva de las plantas sometidas a un proceso de cebado.  
Defensa más robusta: como se ha descrito previamente, los eventos moleculares, 
bioquímicos y fisiológicos son más rápidos y fuertes y/o se activan antes que en las 
plantas sensibilizadas. Algunas de las mayores respuestas que se dan en etas 




especies reactivas de oxígeno y acumulación de lignina en las paredes celulares 
(Martinez-Medina et al, 2016). 
Amplio espectro: Un beneficio del priming es que ofrece una resistencia a un amplio 
espectro de patógenos (Vos et al., 2013). Sin embargo, es importante considerar 
que se ha reportado que un ataque por insectos a veces limita la capacidad contra 
patógenos biótrofos y, así mismo, una infección por patógenos biótrofos puede 
disminuir la capacidad defensiva de la planta contra insectos o patógenos 
necrótrofos (Lazebnik, Frago, Dicke, & van Loon, 2014).  
Aunque el priming supone un tipo de respuesta beneficioso y parece una herramienta útil 
para la protección de cultivos (Vos et al., 2013), es importante abordar estudios en 
escenarios ecológicamente más realistas donde las plantas estén sometidas a múltiples 
interacciones y condiciones ambientales cambiantes (temperatura, humedad, etc) 
(Martinez-Medina et al, 2016). También, es importante abordar estudios en las ciencias 
omicas integrados, para describir mejor los fenómenos de priming. Debido, a que, las 
ciencias omicas abordan un estudio mas holistico, los estudios omicos involucran: la 
metagenómica- transcriptómica y proteómica y la metabolómica (Salvioli & Bonfante, 
2013). Estas herramientas permiten comprender mejor las dinámicas que involucran la 
interación planta-patógeno (Persoh, 2015) y, pueden ayudar a determinar variedades 
resistentes y realizar procesos de mejoramiento de cultivos (Chen, Ma, & Chen, 2019). 
Mecanismos de defensa en plantas  
Las plantas poseen mecanismos de defensa pasiva que están dados por barreras 
preformadas que hacen parte de la primera línea de defensa. Dentro de estos se describen 
algunas barreras físicas (la estructura de las paredes celulares, ceras, cutículas, etc) y 
también existen algunos compuestos químicos, como algunos metabolitos secundarios, 
que pueden estar localizados en algunos reservorios, estratégicamente dispuestos, los 
cuales pueden tener actividad fungitóxica. Algunos de los compuestos que se destacan 
son de naturaleza fenólica y algunos taninos; y a estos inhibidores se les conoce como 
fitoanticipinas (Agrios, 2005). A pesar de la presencia de estas barreras previas, ciertos 
patógenos, por acción de algunas enzimas, degradan las barreras físicas y logran infectar 
los tejidos del hospedero. Así mismo, también poseen enzimas que detoxifican los 
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compuestos antimicrobianos y generan sustancias que no afectan su metabolismo 
(VanEtten, Temporini, & Wasmann, 2001; Wang, Sandrock, & Vanetten, 1999). Por lo 
tanto, una vez eliminadas estas barreras, las plantas activan un conjunto de mecanismos 
que les permiten responder y defenderse del patógeno. Luego del reconocimiento y la 
transducción de señales, las células vegetales presentan cambios a niveles bioquímicos e 
histológicos tales como el fortalecimiento de la pared celular, la lignificación y la deposición 
de polisacáridos, la síntesis de proteínas relacionadas con patogénesis, y la estimulación 
del metabolismo secundario. Este último principalmente para la síntesis de fitoalexinas 
(VanEtten et al., 2001).  
El término fitoanticipina se ha usado para describir aquellos compuestos con actividad 
antimicrobiana que se encuentran a nivel constitutivo y que pueden presentar algún efecto 
contra el patógeno (VanEtten et al, 2001). Por otro lado, las fitoalexínas se caracterizan 
por ser compuestos de bajo peso molecular que son sintetizados y acumulados luego de 
la exposición a un patógeno. No obstante, si están presentes antes de tal exposición, estos 
se encuentran en niveles no detectables. Estos compuestos inducidos tienen alguna 
acción antimicrobiana contra el patógeno, y pueden presentar diversidad estructural 
dependiente de la especie vegetal involucrada. Como fitoalexinas se han reportado 
flavonoides, estilbenoides, sesquiterpenoides, esteroides y alcaloides (Schroder et al, 
1993, Agrios, 2005). 
2.2  Flavonoides: Biosíntesis y regulación  
Los flavonoides son metabolitos fenólicos con núcleo básico C6-C3-C6 que constan de dos 
anillos aromáticos con seis átomos de carbono (anillo A y B), interconectados por un ciclo 
heterogéneo (algunas veces una cadena) que incluye tres átomos de carbono (en 
ocasiones ciclado formado un anillo C) (Heller & Forkmann, 2013; Schijlen, Ric De Vos, 
Van Tunen, & Bovy, 2004).Dependiendo de las modificaciones de la unidad C3 central, se 
pueden dividir en chalconas, flavanonas, isoflavonas, flavonas, flavonoles, flavonodioles, 
flavanoles y antocianinas (Falcone et al, 2012). A la fecha, se han descrito 
aproximadamente más de 6.000 diferentes flavonoides de diferentes tipos. La amplia 
variedad de estos se debe a que pueden modificarse ampliamente por hidroxilación, 




modificaciones (Forkmann y Martens, 2001). En una planta, pueden estar presenten 
decenas de diferentes flavonoides y, en su mayoría, estos se encuentran conjugados con 
azúcares (Schijlen et al, 2004). 
Estos compuestos tienen múltiples funciones en la bioquímica, fisiología y ecología de las 
plantas, dentro de las cuales se describen: pigmentación, crecimiento celular, olor, 
fertilidad del polen, transporte, sabor, alelopatía, defensa y protección frente al estrés 
abiótico (Desta et al., 2016; Falcone, Rius, & Casati, 2012; Forkmann & Martens, 2001; D. 
Treutter, 2005)(Weston & Mathesius, 2013).En general, cuando las plantas están 
sometidas a la presencia de un patógeno o algún tipo de estrés, las plantas exhiben un 
incremento en la producción de flavonoides asociados a los mecanismos de defensa (Vogt, 
2010; Winkel-Shirley, 2002). Debido a la capacitad antioxidante de los flavonoides, estos 
sirven como mecanismo de protección frente al estrés oxidativo inducido por patógenos, 
aunque también se les ha asociado a un carácter antifúngico, aportando roles que llevan 
a detener el avance una infección (Falcone, Rius & Casati, 2012). La actividad antifúngica 
de los flavonoides, a menudo se basa en la inhibición del desarrollo de esporas y el 
alargamiento de las hifas de micelio (Mierziak, Kostyn, & Kulma, 2014). 
Los flavonoides son sintetizados por una vía mixta que incluye derivados de la ruta 
fenilpropanoide, mediante la actividad de un complejo multienzimático citosólico localizado 
en el citoplasma en la superficie del retilo endoplasmático (Agati et al., 2012; Schijlen et 
al., 2004). Los precursores de los flavonoides son derivados del metabolismo de los 
carbohidratos. El Malonil-CoA es directamente sintetizado por el Acetil-CoA y CO2 por la 
enzima acetil-CoA carboxiligasa (ACCase). La conversión a 4-cumaronil-CoA es más 
compleja, debido a que involucra la ruta del shikimato, que conduce a la formación del 
aminoácido aromático fenilalanina, desde donde parte la ruta general de los 
fenilpropanoides (Heller & Forkmann, 2013). Posteriormente, este aminoacido es 
modificado en ácido cinámico mediante la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL). El ácido 
cinámico se transforma mediante la acción de la enzima cinamato 4-hidroxilasa (C4H) para 
producir el ácido p-cumárico, el cual, se une a una unidad de la coenzima A (acetil-CoA) 
por la acción de la enzima p-cumaroil-CoA ligasa (4CL) formando el 4-cumaroil CoA. En 
este punto de la ruta, por acción de la chalcona sintasa (CHS), el 4-cumaronil CoA se 
condensa con tres unidades de malonil-CoA para formar la naringenin chalcona; este es 
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el primer esqueleto básico de formación de flavonoides. Posteriormente la chalcona 
isomerasa (CHI)  transforma la naringenin chalcona en naringenina, compuesto clave para 
la síntesis de varias clases de flavonoides, como las flavononas, flavonoles y antocianinas 
(Dewick, 2002; Dixon, 2001; Falcone et al., 2012; Heller & Forkmann, 2013) 
La vía previamente descrita para la biosíntesis de los flavonoides es conservada en todas 
las plantas (Falcone, Rius & Casati, 2012) y, dependiendo de la especie, algunas enzimas 
como isomerasas, reductasas, hidroxilasas modifican el esqueleto básico, produciendo 
diferentes subclases de flavonoides. 
2.2.1 Enzimas importantes de la ruta biosintética de los 
flavonoides 
Las principales enzimas de esta ruta biosintética de los flavonoides son PAL, CHS, CHI, 
debido a que sus productos son precursores de los núcleos basicos de los flavonoides. En 
clavel, se ha descrito que la ruta de síntesis es más activa en variedades resistentes, 
debido al incremento de la actividad enzimática CHS y CHI durante la interacción con el 
patógeno. La regulación de los genes biosintéticos de los flavonoides es el sistema 
regulador de plantas más conocido y, en el modelo, lleva a la expresión de las enzimas 
CHS y CHI, aumentando particularmente durante la interacción con el patógeno (Ardila, 
2013).  
Los estudios a la fecha solo han abordado estas tres enzimas y no se conoce cómo se 
presenta la regulación completa de la ruta; especialmente aquellas que están implicadas 
en la formación del anillo flavonol, principal constituyente del kamférido y kaempferol (Curir, 
et al  2005). Otro punto importante de regulación en la biosíntesis de flavonoides involucra 
los factores de transcripción de las principales enzimas. Si bien es un sistema de 
regulación conservado en todas las plantas, en el modelo no se sabe nada respecto a su 





Figura 2-2: Diagrama de la ruta biosintética de los flavonoides. 4CL, p-cumarato: CoA 
ligasa; ANR, Antocianidin Reductasa; ANS, Antocianidin Sintasa; C4H, Cinamato 4-
hidroxilasa; CHI, Chalcona Isomerasa; CHS, Chalcona Sintasa; DFR, Dihidroflavonol 4-
reductasa; F3T, Flavanona 3β-hidroxilasa; FGTs, Glicosiltranseferasas para flavonoides; 
FLS, Flavonol Sintasa; FNS, Flavanona Sintasa; LAR, Leucoantocianidin Reductasa; PAL, 
Fenilalanina Amonio Liasa.  
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Chalcona sintasa (CHS, EC 2.3.1.74) 
La CHS es una enzima clave en la biosíntesis de flavonoides e isoflavonoides (Figura 2-
3). Es una enzima de súperfamilia en plantas de las policétidosintasas tipo II (PKS). Esta 
enzima se induce bajo condiciones de estrés como la luz UV, infección por patógenos y 
otros (Dao, Linthorst, & Verpoorte, 2011). Estructuralmente, la conformación de la enzima 
CHS es homodimérica, y tiene un tamaño aproximado de 40 a 44KDa (Andersen, & 
Markham, 2005) La estructura tridimensional de la CHS fue elucidada por (Ferrer et al, 
(1999) en alfalfa (Medicago sativa), y se reveló que cada monómero de CHS2 está 
constituido por dos dominios estructurales. En el dominio superior se encuentran cuatro 
aminoácidos que se definieron como el sitio activo de la enzima y el dominio inferior  tiene 
un sitio para el tetracétido (naringenina y resveratrol) requerido para la formación de la 
chalcona a partir de un p-cumaronilCoA y tres malonil-CoA (Jez, Bowman, Dixon, & Noel, 
2000).  
 
Figura 2-3 Conversión de la p-cumaroil-CoA en Naringenin-Chalcana mediado por la 
CHS 
El gen de la CHS se induce por estrés físico, ambientales y es codificada por el gen CHS 
de copia única en plantas modelo como Arabidopsis thaliana, Perejil (Petroselium crispum) 
y boca de dragón (Antirrhinum majus). Sin embargo, en otras plantas, como las petunias 
(Petunia sp), las leguminosas (Fabaceae) y el cáñamo (Cannabis sativa), se tienen 




Un mecanismo de regulación de la enzima es por inhibición no competitiva por productos 
de la ruta de los flavonoides como la naringenina y la naringenina chalcona. Al parecer los 
flavonoides se acumulan en el citosol y, para evitar los niveles tóxicos de estos en la planta, 
la enzima se inhibe (Dao et al., 2011). 
La CHS se encuentra siempre de manera constitutiva en las células, pero se ha 
demostrado que, en procesos de estrés, su actividad metabólica aumenta, especialmente 
para la acumulación de fitoalexinas. Además, está implicada en la vía de defensa del ácido 
salicílico (Dao et al., 2011). También se ha descrito que un aumento la actividad CHS 
inhibe el transporte de auxina polar. Estudios en leguminosas infectada con Rhizobium 
demostraron una acumulación de auxina en las raíces, especialmente en los nódulos, lo 
cual, se correlacionó con un aumento en la actividad enzimática de CHS. Por otro lado, se 
evidenció que el jasmonato volátil se libera cuando hay una herida en las plantas y activa 
la CHS, lo que, a su vez, que causa la producción de fitoalexinas que evitan el avance de 
la enfermedad (Dao et al., 2011). 
Chalcona isomerasa (CHI, EC 5.5.1.6) 
La CHI es una enzima esencial para la biosíntesis de los precursores de flavonona, de 
pigmentos florales y compuestos de defensa (Jez & Noel, 2002). Es la encargada de la 
ciclación intermolecular de la chalcona (4,2,4’-tetrahidroxichalcona) en (2S)-naringenina 
(5,7,4’-trihidroxiflavanona) (Figura 2-4). La CHI tiene un peso molecular deducido de 27 a 
29KDa. Se han identificado dos tipos de CHI, pero la más común es la CHI-I (tipo I). La 
CHI-II (tipo II) es más común en leguminosas y puede catalizar la isomerización de 6’-
hidroxi- y 6’-desoxichalconas (Andersen, & Markham, 2005).  
 
Figura 2-4. Ciclación intermolecular de la chalcona (4,2,4’-tetrahidroxichalcona) en (2S)-
naringenina (5,7,4’-trihidroxiflavanona), mediada por la CHI 
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La ciclación puede ocurrir de manera espontánea y sin la presencia de la enzima, pero la 
acción de la enzima evita la presencia de isómeros 2R. Así mismo, la velocidad de reacción 
aumenta casi diez mil veces y se garantiza la formación de los isómeros 2S de flavanonas 
que son biológicamente activas (Jez & Noel, 2002). Mutantes afectados en la producción 
de esta enzima, presentan reducción de los niveles de flavonoides. Así mismo, su 
sobrexpresión permite aumentos importantes en los niveles de flavonoides en diferentes 
especies vegetales como es el caso de Glycyrrhiza uralensis (Wang et al., 2012). 
Flavonol Sintasa (FLS, EC 1.14.20.6) 
La FLS es parte de la ruta biosintética de los flavonoides. Específicamente está involucrada 
en la formación de los flavonoles. La FLS es una enzima que pertenece a la familia 2-
ODDs (oxigenasas dependientes de hierro 2-oxglutarato), que requieren de oxígeno 
molecular como co-sustrato y requieren de un cofactor como el 2-oxoglutarato y/o 
ascorbato de hierro (II) (Xu et al., 2012). Los flavonoles son el grupo más abundante de 
los flavonoides y se les atribuye diversas funciones biológicas como protección contra UV, 
transporte de auxinas, protección contra patógenos, entre otros. La formación de los 
flavonoles inicia con la naringenina (4’,5,7-thrihidroxiflavanona), que se convierte en 
dihidrokaempferol (3’,4’,5,7-tetrahidroxiflavona) por la flavanona β-hidroxilasa (FHT). 
Posteriormente, ocurre una desnaturalización de los dihidroflavonoles, mediante la adición 
de un doble enlace entre C-2 y C-3, que es catalizado por la FLS (Figura 2- 5). (Chacón-
Fuentes et al., 2019).La FLS es una enzima bifuncional capaz de transformar 
dihidrokaempferol (3’,4',5,7-tetrahidroxiflavona) y también media la conversión de la 
naringenina (4´,5,7-trihidroxiflavanona) en kaempferol (Xu et al, 2012) 
 





Factores de transcripción involucrados en la biosíntesis de flavonoides 
El control transcripcional de los genes estructurales involucrados en la biosíntesis de la 
ruta de los flavonoides se encuentra bajo la regulación de las familias de factores de 
transcripción (FT) MYB y bHLH (Schijlen et al, 2004, Vom Endt, Kijne, Memelink, 2002). 
Los factores de transcripción MYB son una familia de reguladores transcripcionales más 
amplia en plantas y están involucrados en múltiples procesos como el desarrollo, respuesta 
al estrés y metabolismo. Estas proteínas son promotoras del reclutamiento de la 
maquinaria transcripcional y estimulan la expresión genética (Ma & Constabel, 2019) 
Los factores de transcripción MYB se caracterizan por tener un dominio repetido (Rs) 
altamente conservado N-terminal de unión a DNA, y, de acuerdo con el número de 
repeticiones, pueden ser clasificados en R1, R2 o R3. El extremo C-terminal contiene el 
dominio de regulación transcripcional y es el más variable. Los MYB con una o dos 
repeticiones son llamados R3-MYBs y R2R3-MYBs respectivamente. Los R2R3-MYBs son 
los más comunes en plantas, y están involucrados en el metabolismo secundario de las 
rutas de los bencenoides, terpenoides y glucosinolatos (Ma & Constabel, 2019). 
Los MYB involucrados en la ruta fenilpropanoide pueden estar divididos en muchos 
subgrupos que regulan los productos específicos como las proantocianidinas (Pas), 
antocianinas, flavonoles y ligninas. Los MYB de las antocianinas y de las Pas requieren de 
la actividad de un dominio específico hélix-loop-helix (bHLH) en la región N-terminal R3-
MYB. Por el contrario, los MYB de las ligninas y los flavonoles no requieren de este dominio 
(Ma & Constabel, 2019). Aunque se sabe el papel de los MYB como activadores, también 
es importante destacar que pueden comportarse como represores de la ruta 
fenilpropanoide. Los MYB represores se caracterizan por poseer un dominio bHLH y 
presenta modificaciones en la región C-terminal (Xu, Dubos, & Lepiniec, 2015). 
La regulación de la biosíntesis de flavonoides involucra diferentes factores de transcripción 
de tipo R2R3 -MYB (Xu, Dubos, & Lepiniec, 2015). Estos FTs son altamente dependientes 
del tipo de tejido y/o respuesta a señales externas como elicitores o radiación UV (Dubos 
et al., 2010; Schijlen et al., 2004). Los MYB que han caracterizados en plantas modelo 
como el maíz (Zea maiz), arabidopsis (Arabidopsis thaliana) y petunia (Petunia Sp), sin 
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embargo, en clavel no se han descrito ninguno de estos FT (Ma & Constabel, 2019, Dubos, 
2010). 
2.3 Metabolitos secundarios y Metabolómica 
Los metabolitos secundarios (denominados últimamente como metabolitos especializados) 
son compuestos de bajo peso molecular y tienen una gran importancia ecológica debido a 
que participan en procesos de adaptación al ambiente, coloración de las flores, atracción 
de insectos polinizadores, están involucrados en procesos de estrés bióticos y abióticos y 
defensa a patógenos (Fiehn, 2002). Los metabolitos son el producto final de las vías 
metabólicas celulares y los estudios basados en metabolómica permiten describir un 
estado fisiológico de la planta en un momento determinado (Balmer et al, 2015). 
El metaboloma fue definido por Oliver et al:1998 “como el conjunto complejo de 
metabolitos/compuestos de bajo peso molecular que dependen del contexto, variando 
según la fisiología, el desarrollo o el estado patológico de la célula, tejido, órgano u 
organismo”. Pese a que el autor se limita solo al conjunto de metabolitos endógenos, es 
importante resaltar que los metabolitos exógenos son importantes para la fisiología o 
fisiopatología del organismo. Por otro lado, es importante estudiar los metabolitos en el 
contexto de sus vías bioquímicas, para explicar y comprender mejor la alteración de estos 
en un contexto biológico (Monteiro, Carvalho, Bastos, & Guedes de Pinho, 2013). La 
metabolómica proporciona información relacionada con el fenotipo; es decir, la 
combinación de la información genética y la influencia del ambiente, por lo tanto, abordar 
estudios desde esta rama de las ómicas permite ampliar la comprensión de la respuesta 
al estrés biótico o abiótico que sufren las plantas (Monteiro et al., 2013; Roessner & Bowne, 
2009).  
Los estudios de la metabolómica comprenden cuatro procesos: extracción, detección, 
identificación y análisis (que incluye, no solo el tratamiento de los datos, si no el proceso 
de dar una interpretación biológica a ese conjunto de datos) (Roessner y Bowne, 2009; 
Chen, 2019). Uno de los desafíos de la metabolómica está basado en el hecho de extraer 
la información e interpretarla en un contexto biológico, por lo tanto, la metabolómica se 
puede abordar desde varios enfoques dependiendo de la pregunta de investigación. 




y el análisis no-dirigido (también perfilado de metabolitos o perfilado metabólico). El análisis 
dirigido se enfoca en la identificación y cuantificación de un pequeño grupo de metabolitos 
conocidos, utilizando una herramienta particular que proporcione mejor desempeño para 
los compuestos de interés (Roessner y Bowne, 2009). Por otro lado, el perfilado metabólico 
aborda el estudio de un conjunto de compuestos más grande, los cuales pueden ser 
conocidos o desconocidos (Monteiro et al, 2013). 
Las herramientas analíticas más empleadas para el estudio de la metabolómica son GC 
(Cromatografía de gases - Gas chromatography), HPLC (cromatografía líquida de alta 
eficacia - high performance liquid chromatography), UHPLC (Cromatografia liquida de ultra 
alta eficiencia - Ultra high performance liquid chromatography), CE (Electroforesis capilar- 
Capillary   electrophoresis) acopladas a MS (espectrometría de masas - mass 
spectrometry) y RMN (Resonancia magnética nuclear - Nuclear Magnetic Resonance). 
Debido a la complejidad del metaboloma, es necesario aplicar diferentes herramientas 
analíticas para detectar todos los metabolitos en una muestra biológica (A. Zhang, Sun, 
Wang, Han, & Wang, 2012). 
Unas de las técnicas más empleadas en el análisis de metabolitos es la cromatografía 
liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas (HPLC/MS), debido a que la 
separación e identificación ocurre de manera casi simultánea y permite la detección de un 
mayor número de metabolitos incluidos los compuestos hidrofóbicos e hidrofílicos. Otra de 
las ventajas de esta técnica es que se requiere de poca cantidad de muestra, debido a su 
excelente sensibilidad (en rangos de μg y pg). No obstante, su principal desventaja llega a 
la hora de la identificación de los metabolitos, lo que es altamente superado por la RMN. 
La cromatografía en fase reversa (RP) es quizá la más empleada, bajo el uso de columnas 
C18, ya que generalmente permiten la separación y detección de compuestos polares y no 
polares. Sin embargo, la capacidad de las columnas RP para retener compuestos iónicos 
o altamente polares es limitada. En los últimos años se han desarrollo columnas C18 que 
incluyen columnas con hidruro de silicio (Si-H) en lugar de grupos silanol (Si-OH) para 
mejorar la eficiencia en la separación, entre otras modificaciones que mejorar la 
selectividad y sensibilidad en la separación (Monteiro et al., 2013; A. Zhang et al., 2012). 
Metabolómica en estudios de interacción planta patógeno. 
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La metabolómica es una ciencia relativamente nueva y que se encuentra en evolución 
contantemente. Desde hace aproximadamente una década se ha empezado a abordar 
estudios de metabolómica en procesos de interacción planta-patógeno y el principal 
enfoque es conocer los mecanismos de infección del patógeno o los de defensa en la 
planta. A la fecha, los estudios de interacción se han limitado a modelos Fusarium 
graminearum, Magnaporthe oryzae, Ustilago maydis, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, 
Sclerotinia sclerotiorum  y su respectivo huésped (Chen et al, 2019). 
En el modelo Fusarium graminearum (FB) – cebada (o trigo) se han reportado interesantes 
estudios basado en metabolómica que contribuyen al desarrollo de variedades resistentes. 
En la cebada, después de la infección con el patógeno, se reportó que las variedades 
resistentes, en comparación con la susceptibles, tienen mayores niveles de flavonoides, 
fenilpropanoides, metabolitos de ácidos grasos y terpenoides (Choo, 2006). Por otro lado, 
Li et al. (2019) repotaron, también en cebada la correlación positiva de una toxina de FB 
con el aumento de ácido jasmónico (JA), dihidro-7-hidroxiglicina, kaempferol-3-O-
glucósido-7- O ramnosido, y ácido 4-metoxicinámico. Así mismo, (Kumaraswamy et al, 
(2011) reportaron 161 metabolitos incluidos el ácido linoleico, acido p-cumárico y la 
naringenina, que pueden estar asociados a la resistencia en líneas de cebada. En el 
modelo F. oxysporum f.sp. ciceri– garbanzo (Cicer arietinum), se demostró que las plantas 
resistentes tenían más flavonoides e isoflavonoides, junto a conjugados del malónico, que 
las susceptibles después de la inoculación con el patógeno (Kumar et al, 2015). También 
se han abordado investigaciones asociadas al patógeno, para especies del género 
Fusarium y se ha descrito 300 toxinas y se tiene reportes que más de 100 son toxicas para 
células eucariotas (Chen et al, 2019).  
En el modelo Fusarium clavel (D. caryophyllus) no se han realizado estudios de 
metabolómica durante la interacción. Las investigaciones que se han realizado están 
dirigidas principalmente a la identificación de fitoalexinas o fitoanticipinas, principalmente 
de tipo flavonoide, y se han relacionado varios de estos metabolitos en la defensa contra 
el clavel, pero aún no se ha abordado el estudio de la interacción a través de los perfiles 
metabólicos del clavel. 
Es importante ampliar los estudios de metabolómica en este tipo  de escenarios de 




cuantitativo, para determinar las moléculas involucradas en la patogenia de los hongos y 
dilucidar los mecanimos de defensa de las plantas (Chen et al., 2019). Así mismo, permite 
establecer relaciones entre los estudios de metabolomica con otras ómicas, como lo es la 
genómica, transcriptómica y proteómica, con el fin de obtener una comprensión más 
integral de los procesos biológicos que ocurren en la interacción y que permitan desarrollar 
nuevas estrategias de manejo de las enfermedades en cultivo (Fiehn, 2002) 
Kumar et al. (2015), presentan un enfoque integral entre metabolómica y proteómica en el 
modelo F. oxysporum f.sp. ciceri– garbanzo, donde se demostró una expresión diferencial 
entre las plantas susceptible y las resistentes. Además, se observó que hubo un aumento 
en el metabolismo del carbono y del nitrógeno, aumento en la generación de especies 
reactivas de oxígeno (ROS), lignificación y fitoalexinas y las proteínas relacionadas con 
patogénesis fueron mayores después de la inoculación. 
Análisis estadístico multivariado  
El estudio metabolómico puede ser abordado por un análisis de datos multivariado. Ese 
tipo de análisis hace uso de todas las variables simultáneamente con el fin de establecer 
una relación combinada entre ellas, reduciendo las variables, pero sin perder información 
importante. Esta herramienta, además de usar la media, utiliza covarianzas o correlaciones 
que reflejan el alcance de las relaciones entre variables (Saccenti, Hoefsloot, Smilde, 
Westerhuis, & Hendriks, 2014). Por lo tanto, este tipo de análisis permite visualizar la 
información y extraer relaciones entre los niveles de los diferentes metabolitos (Jasen, 
2010).    
Esta forma de análisis permite emplear dos tipos de métodos: los supervisados y los no-
supervisados. Los no-supervisados emplean variables independientes y solo modelan 
información en las variables dependientes; por lo tanto, solo describen la variación entre 
los individuos sin tener en cuenta las variables experimentales empleadas o de otras 
fuentes. Por otro lado, los métodos supervisados se centran en describir la variación en las 
variables dependientes. Esto significa que los métodos supervisados están más enfocados 
hacia la pregunta experimental (incluso hipótesis) que los métodos no-supervisados 
(Jasen, 2009). 
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Los métodos empleados rutinariamente en la metabolómica son los análisis de 
componentes principales (PCA) y análisis discriminante de mininos cuadrados parciales 
(PLS-DA). El PCA generalmente es el primer paso en el análisis de datos para estudios en 
metabolomica. Se basa en la proyección de los datos originales en un espacio de 
dimensiones inferiores que captura la variación observada. Por otro lado, el PLS logra 
proyectar los datos en un espacio dimensional más pequeño e incluye la relación entre las 
variables dependientes e independientes (definidas previamente en el diseño 
experimental), con el fin de describir un grupo de datos mas condensado (Saccenti et al., 
2014). 
2.4 Modelo de interacción 
2.4.1 Patógeno: Fusarium oxysporum  
Fusarium oxysporum es un hongo cosmopolita causante principal del marchitamiento 
vascular en plantas. Se comporta como hemibiótrofo; es decir, inicialmente se presenta 
como biótrofo hasta que alcanza los tejidos vasculares, durante un tiempo permanece en 
dicha fase, pero posteriormente cambia a una fase necrotrófica (Villa-Martínez et al., 2015). 
F.oxysporum se presenta como patógeno especializado parasitando a más de 100 
especies de plantas y se tienen reportes de más de 120 diferentes formas especiales del 
patógeno afectando a igual número de especies. A su vez, se han descrito diferentes razas 
específicas basados en patrones de virulencia en diferentes cultivos del hospedero (Di 
Pietro, Madrid, Caracuel, Delgado-Jarana, & Roncero, 2003; Garcés de Granada, Martha, 
Bautista, & Valencia, 2001). Se ha propuesto que la amplia diversidad genética de F. 
oxysporum está asociado a que el 5% de su genoma está compuesto por transposones 
(Davière, Langin, & Daboussi, 2001).  
Debido a la diversidad de esta patógeno dependiendo del hospedero se le atribuye una 
forma especial. Para el caso del clavel, este patógeno es conocido como Fusarium 
oxysporum sp dianthy. A nivel mundial se han descrito ocho razas fisiológicas de este 
patógeno que infectan el clavel, siendo la raza 2  la más prevalente y virulenta en Colombia 
(Cevallos, Gonzales y Arbelaez, 1990). Actualmente, es una de las enfermedades de 




fácil propagación del patógeno a través de los esquejes infectados, pero también a la 
resistencia del hongo a medidas adversas usadas para su control y el alto costo de estas. 
Esta enfermedad se introdujo a los cultivos colombianos a partir de 1975 por la importación 
de esquejes contaminados desde Holanda, Francia, Alemania, Israel y Estados Unidos 
(Garcés de Granada et al., 2001). 
Entre las principales causas de diseminación del patógeno se encuentran el empleo de 
esquejes infectados previamente de la planta madre pero que no presentan síntomas 
externos. Así mismo, el hongo puede sobrevivir en el suelo usado para el cultivo durante 
un largo periodo de tiempo en forma de clamidosporas, las clamidosporas son esporas 
asexuales que, se caracterizan por tener doble pared gruesa, adaptada a condiciones 
adverasas, y se puede activar nuevamente por el reconocimiento de la presencia del 
huésped (Tapia & Amaro, 2014). Finalmente, el agua también puede ser un agente de 
diseminación importante debido a que las esporas del hongo pueden sobrevivir allí, siendo 
frecuente la contaminación de reservorios, aunque  también puede ocurrir por 
contaminación cruzada por falta de asepsia en las labores del cultivo (Arbelaez, 1985; 
Arbeláez et al., 1986).  
La temperatura es la principal característica ambiental que favorece el desarrollo de la 
enfermedad. La temperatura óptima para el desarrollo del patógeno está entre los  25 y 30 
°C, con una mínima de 5°C y máxima de 37°C. La esporulación ocurre entre 20 y 25°C, 
con 12 horas luz y 12 horas de oscuridad. El pH óptimo es de 7,7 pero puede desarrollarse 
a un rango de pH entre 2,2 y 9,0 (Garcés de Granada et al., 2001).  
Las principales medidas de control se asocian con buenas prácticas culturales, controles 
físicos, controles biológicos y controles químicos. Los controles químicos son los más 
empleados debido a la alta efectividad. Dentro de los controles químicos se describe la 
aplicación de fungicidas principalmente del grupo de los benzimidazoles, como es el 
benomil, carbendazim, tiabemdazol y tiofanato. El costo de estos agroquímicos es alto y 
se han reportado algunos casos de resistencia por parte del patógeno; representan un 
riesgo para la salud humana, contribuyen al aumento de la contaminación ambiental y son 
agentes mutagénicos de plantas (Garcés de Granada et al., 2001, Villa-Martínez et al, 
2014). 
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Clavel 
El clavel (Dianthus caryophyllus L.) es una planta herbácea de las familias de las 
Caryophyllaceas, nativa de la península ibérica, con la capacidad de florecer durante todo 
el año. Es una planta de tendencia rastrera, de tallos articulados y nudosos; de hojas 
lineales, opuestas, paralinervias, de color verde claro, posee flores hermafroditas y 
frondosas de diversidad de colores y se ubican al final del tallo. La propagación del clavel 
se da por semillas y por esquejes, dependiendo de la finalidad; si el principal objetivo es la 
producción de nuevas variedades se realiza propagación por semillas, mientras que la 
propagación por esquejes es la más empleada a nivel comercial. La razón principal de la 
propagación por esquejes es mantener las características de la variedad, principalmente 
el color de la flor, y porque se puede obtener un número importante de propagados a partir 
de una sola planta madre (Pizano, 200).  
Debido a la diversidad de colores, el clavel es considerada una de las flores más 
apetecidas por los mercados mundiales y Colombia se ha establecido como el principal 
productor de esta flor a nivel mundial. Para el 2018, habían 8.433 hectarias sembradas 
para el cultivo de clavel especialmente es el departamento de Cundinamarca, con una 
participación del 66% de la producción nacional. Los claveles representaron un ingreso de 
US$ 152,7 millones, solo por exportaciones (Minafgricultura, 2019). Para noviembre de 
2019, en Colombia, se registro un crecimiento de exportación de flores  del  20.9% con 
respecto al 2018, siendo el septor que más aporto en las ventas con respecto a los 
agropecuarios, alimentos y bebidas (Sanchez,  2018). En el país, el clavel es la segunda 
flor de mayor exportación, seguido de la rosa, con una participación del 16% del total 
producido, para el 2019 (Asocolflores, 2020).  
Interacción clavel- Fusarium oxysporum  
El marchitamiento vascular en el clavel es una enfermedad ocasionada por Fusarium 
oxysporum f sp. dianthi (Fod); de entre las razas fisiológicas reportadas para este 
patógeno, la raza 2 es la más predominante y patogénica en Colombia (Arbelaez 1991). 
Los principales síntomas de la enfermedad son clorosis en las nervaduras centrales de las 




en el crecimiento de las plantas. El tejido vascular presenta coloración blanquecina, 
amarillenta o marrón (Arbelaez & Calderon, 1991; Baayen, 1988). 
El hongo generalmente puede encontrarse en sustrato en estado de dormancia, hasta la 
siembra de las plantas que, por exudados de las raíces, estimulan la germinación de las 
esporas del hongo y se favorece el crecimiento de las hifas (Arbelaez & Calderon, 1991). 
Por lo tanto, se presume que este hongo debe poseer mecanismos de señalización que 
les permite reconocer el huésped y responder activando su expresión génica para invadir 
la planta (Di Pietro et al, 2003). Las hifas del hongo ingresan por la zona apical de la raíz 
y, en algunos casos, con menos frecuencia, pueden infectar la planta por heridas en los 
tejidos del hospedero, hasta colonizar el sistema vascular de la planta (Garces de Granada, 
Orozco De Amézquita, Bautista, & Valencia, 2001; Horbach, Navarro-Quesada, Knogge, & 
Deising, 2011; Sarroco, Falaschi, Vergara, Nicoletti, & Vannacci, 2007). 
Durante este proceso, como parte de la respuesta de defensa de la planta, se encuentra 
la oclusión de los vasos del xilema, formación de lignina y acumulación de compuestos 
derivados de la ruta fenilpropanoide (Baayen & Niemann 1989). Baayen & De Maat (1987) 
describen el proceso de lignificación en variedades contrastantes de la enfermedad, 
mostrando que, en la variedad resistente, generalmente hay muerte celular (asociando a 
una posible HR) a los 17dpi (días posinoculación) y, en las células del parénquima, hay 
mayor oclusión de los vasos y presencia de compuestos fenólicos, mientras que para la 
variedad susceptible no ocurren estos procesos 
El metabolismo de los compuestos fenólicos está ampliamente implicado en la resistencia 
de clavel a Fod, los cuales se encuentran de manera libre o esterificados en la pared celular 
y algunos tienen efecto fungistático sobre el patógeno (Niemann & Baayen, 1988; Orozco, 
Garces, & Arbelaez-Torres, 1997). De manera libre, pueden cumplir con la función de 
inhibir el patógeno y retrasar el avance de este por los haces vasculares de la planta. Una 
de las principales formas de acción ocurre por la oclusión de los vasos; este fenómeno es 
principalmente observado en variedades resistentes (Baayen, Elgersma, Demmink, & 
Sparnaaij, 1988; Baayen & Niemann, 1989). Por otro lado, los fenólicos, como los ácidos 
y las amidas fenólicas, son liberados por células especializadas del parénquima y luego se 
oxidan y polimerizan para formar una barrera sólida que se une a la pared celular entre el 
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área colonizada y la zona de defensa, evitando que el patógeno degrade fácilmente las 
paredes (Higuera, 2001; Singleton y Rossi, 1965).  
Otra función asociada a los fenoles provenientes de esta ruta incluye su posible papel 
como fitoanticipinas y fitoalexinas, en especial los compuestos flavonoides que, en 
variedades resistentes, se acumulan durante la interacción con el patógeno. Se ha 
propuesto que su papel puede estar asociado a su capacidad antioxidante y antifúngica, 
lo que presume una ventaja adaptativa durante la interacción contra el patógeno (Ardila, 
2013).  
En las etapas tempranas de la interacción, se cree que los primeros fenoles que son 
sintetizados son algunos de alta polaridad, como los ácidos hidroxicinámicos (e.g., el ácido 
ferúlico, el ácido cafeico o el ácido p-coumárico). Estos fenoles están especialmente 
asociados con la primera defensa química de las plantas y pueden participar como 
precursores de eventos asociados al fortalecimiento de las paredes celulares durante la 
interacción con el patógeno y en la biosíntesis de otros compuestos más complejos como 
los flavonoides (Ardila, 2013). Por lo tanto, para que el patógeno pueda colonizar la planta, 
debe inhibir la acción de los compuestos metabolizados por el huésped, produciendo 
compuestos inactivos (Niemann & Baayen, 1988). 
Así mismo, se ha asociado la defensa del clavel hacia este patógeno, con enzimas como 
la polifenoloxidasa (PFO), debido a que directamente en la interacción, se presenta un 
aumento de la actividad enzimática en variedades resistentes. Es probable que este 
aumento esté relacionado con un incremento general del metabolismo de los fenoles, que 
a su vez, pueden generar especies con actividad antifúngica y participar en la biosíntesis 
de ligninas para el fortalecimiento de las paredes celulares (Ardila & Higuera, 2005). Otra 
enzima importante es la PAL y se ha descrito que, en presencia del patógeno, se induce 
la síntesis de esta enzima; la cual es la enzima principal de los fenoles.   
Las enzimas PAL, CHS, CHI, involucradas en la biosíntesis de los flavonoides, son las de 
mayor importancia, debido a que sus productos son precursores de los flavonoides. En 
clavel, se ha descrito que la ruta de síntesis es más activa en variedades resistentes, 
debido al incremento de la actividad enzimática CHS y CHI durante la interacción con el 




regulador de plantas más conocido y, en el modelo, la expresión de las enzimas CHS y 
CHI aumentan durante la interacción con el patógeno (Ardila, 2013).  
Existe un reporte de ISRl, asociado a procesos de priming para el clavel con Fod es el 
reportado por Van Peer, Niemann, & Schippers, (1991), inducida por Pseudomonas 
fluorescens, una cepa no patogénica: En este trabajo, las raíces de los claveles fueron 
colonizadas con la bacteria y, posteriormente, se inocularon con Fod. Se observó que las 
plantas pretratadas con la bacteria expresaron ISR y, posterior al ataque con el patógeno, 
los niveles de fitoalexinas aumentaron más rápido que en las plantas no tratadas.  
Compuestos del clavel relacionados con defensa 
Se ha señalado que hay mayor producción de fitoalexinas en variedades de clavel 
resistentes al patógeno que en las susceptibles (Niemann y Baayen, 1988). En claveles 
infectados con Fod, se ha descrito fitoalexinas derivadas del ácido antranilico, 
diantalexinas (2-fenil-7-hidroxi-1,3-benzoxazin-4-H-ona o 2-aroil)  y diantramidas- 
diantalexinas (D) (2-aril-1,3-benzoxazin-4H-onas), hidroxitaramidas HD (HDB-
hidroxidiantramida B y MDS-metoxidiantramida S), las cuales presentaron potencial 
antimicótico. Otras fitoalexínas como  metoxidiantramidas MD y las N-aroilanilinas (HAnB, 
HAnS, HAnR) están presentes en la infección con el patógeno, pero se desconoce su 
función (Matern, 1994). Las benzoxazinonas y los aroilantranilatos también son fitoalexinas 
en el clavel y también se han reportado algunas diantramidas (N-aroilantranilatos), y 
diantanilidas (N-aroilanilinas). Algunas diantramidas poseen actividad fungitóxica y se 
acumulan rápidamente en la xilema de la planta (Niemann et. al, 1992).  
Tabla 2-1.Principales compuestos descritos en defensa del clavel a Fod.  
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Las plantas que recibieron el estímulo con el patógeno mostraron mayor presencia de 
compuestos fenólicos de tipo flavonoide (Tabla 2-2), Curir et al. (2001) describieron una 
fitoalexina, kaemférido 3-O-β-D-glucopiranosil-(1→2)-O-[α-L-ramnopiranosil-(1→6)]-β-D-
glucopiranósido, en una variedad de clavel resistente al marchitamiento vascular con 




raíces (Curir et. al 1996). Otros de los flavonoides descritos con actividad antifúngica en 
clavel que están involucrados en la defensa contra Fod son: el kaemférido 3-O-β-D-
glucopiranosil-(1→2)-O-[α-L-ramnopiranosil-(1→6)]-β-D-glucopiranósido (Curir, Dolci, & 
Galeotti, 2005), el Kaemferol 3-O-β-D–glucopiranosil-(1→2)-O-[α-L-ramnopiranosil-
(1→6)]-β-D–glucopiranósido (Galeotti et al, 2008). Para el caso de variedades de clavel 
cultivadas en Colombia, Ardila (2013) encontró que glicósidos derivados del kaemferol y el 
kaemférido, pueden estar presentes en la raíz y tallos.  
 
Tabla 2-2. Flavonoides descritos en clavel asociados a resistencia a Fod 












(Curir, Dolci, & Galeotti, 








(Galeotti et al, 2008; 
Ardila, 2013) 
34 Efecto de la Aplicación de Elicitores de Origen Biótico en la Biosíntesis de 
Flavonoides en Clavel (Dianthus caryophyllus L) Durante la Interacción 
con Fusarium oxysporum f sp. dianthi 






































3. Materiales y Métodos 
3.1 Esquema  
El siguiente esquema resume las actividades realizadas durante la presente investigación, 
dividida en dos grandes etapas. La primera tiene el fin de evaluar la biosíntesis de 
flavonoides de manera constitutiva e inducible en dos variedades con niveles 
constrastantes de resistencia al marchitamiento vascular y, la segunda, el efecto de la 
aplicación de elicitores en estos procesos. Para ello, se realizó un ensayo de inoculación 
con el patógeno, donde se hicieron los muestreos de las raíces a diferentes horas post 
inoculación (hpi) y se procedió a obtener extractos metanólicos. Cada extracto obtenido, 
se analizó por RP-UHPLC-PDA-ESI-MS y posteriormente por RP-UHPLC-HRMS con fines 
de análisis y anotación. Así mismo, se evaluaron los niveles transcripcionales de las 
principales enzimas de la ruta biosintética de flavonoides (CHS, CHI, FLS) y de un factor 
de transcripción (MYB). Para la segunda etapa se evaluó el efecto de un inductor de 
resistencia de origen biotico, en la variedad susceptible y, se siguió una metodología similar 













Efecto de la aplicación de elicitores de origen biótico en la biosíntesis de flavonoides en clavel (Dianthus 
caryophyllus L) durante la interacción con Fusarium oxysporum f sp. dianthi 
Etapa 1: Constitutivo e inducido 
Ensayo in vivo de inoculación: Inoculación 
con el patógeno y dos variedades de clavel 
(resistente y susceptible)  
Determinación de niveles totales 
de fenoles y flavonoides  
Análisis de flavonoides presentes 
en las muestras por RP-UHPLC-
PDA-ESI-MS y RP-UHPLC-HRMS 
Evaluación de niveles 
transcripcionales de enzimas 
asociadas a la biosíntesis de 
flavonoides 
Etapa 2: Elicitación. Preparación  
y desafio  
Determinación de niveles totales 
de fenoles y flavonoides  
Análisis de flavonoides presentes 
en las muestras por RP-UHPLC-
PDA-ESI-MS y RP-UHPLC-HRMS 
Evaluación de niveles 
transcripcionales de enzimas 
asociadas a la biosíntesis de 
flavonoides 
Ensayo In vivo de inoculación con elictación: 
Elicitación previa e inoculación con el 
patógeno a las 144 h pos-elicitación  
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3.2 Etapa 1: Efecto de la inoculación en la biosíntesis de 
flavonoides en clavel 
En la primera etapa del proyecto se pretende describir la biosíntesis de flavonoides de dos 
variedades de clavel, contrastantes a la resistencia a Fod, con el fin, de conocer como era 
la respuesta constitutiva e inducida de las variedades de clavel elegidas en este estudio. 
Así mismo, se realizó por primera vez un estudio de metabolómica dirigida a flavonoides 
en clavel y a nivel transcripcional del comportamiento de las principales enzimas de la ruta 
biosintética de estos compuestos. 
3.2.1 Material vegetal y ensayo in vivo y medidas de incidencia 
 
Se utilizaron esquejes de dos variedades comerciales de clavel con diferencias en los 
niveles de resistencia al marchitamiento vascular, de acuerdo, con el comportamiento 
presentado en campo: Golem (Resistente) y Mitzuki (Susceptible), que fueron 
suministrados por la empresa floricultora Florval S.A.S sede QFC (Gachancipá-Sabana de 
Bogotá).  
3.1.1.1. Preparación del inoculo de Fod 
 
El hongo aislado empleado en este experimento fue previamente revirulentado en la 
variedad de clavel Mitzuki, la cual es una variedad susceptible al marchitamiento vascular 
generado por Fod. Este microorganismo se cultivó en PDA durante cinco días. A partir de 
este medio, el hongo fue transferido a medio líquido Czapek-Dox-Broth (Fluka); la 
suspensión resultante permaneció en agitación durante cinco días a 200 rpm y 25ºC. 
Posteriormente, se filtró en condiciones asépticas para retirar el micelio del sobrenadante 
y se llevó a una concentración 1x106 y 1x103 conidias/mL (por conteo con el 
hematocitómetro). 
3.1.1.2. Inoculación del material vegetal 
La inoculación de los esquejes se realizó siguiendo la metodología reportada por Ardila. 




biológicas para cada variedad. Las raíces del tratamiento inoculado fueron sumergidas 
durante 30 s en una solución de 1x106 conidias/mL y se sembraron en recipientes que 
contenían sustrato (Tierra-vermiculita 70/30), previamente esterilizado. El sustrato antes 
de la siembre se inoculó con 200 mL de una solución de 1x103 conidios/mL preparada en 
solución nutritiva. Las raíces de los controles se sumergieron en agua destilada estéril y al 
sustrato se le adicionó únicamente solución nutritiva (Tabla 3.1) (Ardila, 2013; Higuera, 
2001; Cuervo, 2018). Se realizaron muestreos a las 0, 12, 24, 48, 96 horas posinoculación 
 
Tabla 3-1. Solución nutritiva 
Reactivo Peso (g) Volumen (mL) 
MgSO4 1.5 50 
KNO 6.35 250 
Ca(NO3)2*4H2O 5.9 100 
NaH2PO4*H2O 0.86 25 
Fe*EDTA 100 100 
H3BO4 28.6 10 
CuCl2*H2O 0.5 10 
ZnCl2 1.1 10 
Na2MO4*2H2O 0.25 10 
MnCl2*4H2O 10.1 10 
 
Todos los esquejes se mantuvieron a condiciones constantes de temperatura, iluminación 
y humedad relativa y se regaron por aspersión cada día de por medio durante dos meses. 
Cada semana se realizaron medidas de incidencia de la enfermedad durante dos meses, 
para ello se siguio la fórmula de severidad propuesta por Gashaw. (2013):  
Severidad: Se estimo usando una escala de 0 a 4 para cada planta y se calculó el valor a 
cada tratamiento teniendo en cuenta la siguiente formula:  
nv
4N
      
Donde: 
➢ (n)=Número de plantas en cada categoría 
➢ (v)=Número de categoría de síntomas asignada  
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0. Planta sin síntomas  
1. Marchitamiento de las hojas inferiores (1/3 de la planta) 
2. Marchitamiento de las hojas inferiores y medias (2/3 de la planta) 
3. Marchitamiento completo de la planta  
4. Muerte de la planta  
➢ (N)=Número total de plantas 
➢ (4)=Valor máximo evaluado  
3.1.2. Análisis metabolómico dirigido a flavonoides  
Se colectaron las raíces en los tiempos establecidos, las cuales se lavaron 
cuidadosamente. Posteriormente, se liofilizaron por 3 días y se maceraron con nitrógeno 
líquido. Los metabolitos se extrajeron a partir de 200 mg del material vegetal utilizando 1 
mL de metanol al 80% (v/v). La mezcla resultante se sometió a ultrasonido durante 15 
minutos (42 Hz y 100W) y se centrifugaron a 12.000 g por 15 minutos a 4°C.  
3.1.2.1. Determinación del contenido total de fenoles  
 
El contenido total de compuestos fenólicos se midió utilizando el método de Folin-
Ciocalteau (F-C) (Z. Zhang, Liao, Moore, Wu, & Wang, 2009), con ligeras modificaciones. 
Para cada reacción se emplearon 20 uL del extracto, 40 uL del reactivo F-C (10%) y 
después de 5 minutos se añadieron 150 uL de Na3CO3 (7.35%). La reacción se incubó a 
temperatura ambiente por 60 minutos y se midió la absorbancia en el equipo Varioskan™ 
LUX a 765 nm. Los resultados se compararon con una curva de calibración preparada 
usando ácido gálico a 0, 5, 10, 20, 40, 60 ppm. El contenido de fenoles totales se presenta 
como miligramos equivalentes de ácido gálico por gramo de material vegetal (mg/g) 
3.1.2.2. Determinación del contenido total de flavonoides  
 
El contenido total de flavonoides se determinó por el método de tricloruro de aluminio en 
microplaca (Barro et al, 2007), con ligeras modificaciones. Se tomaron 100 uL del extracto 




midió la absorbancia en el equipo Varioskan™ LUX a 420 nm. El valor resultante se 
comparó con una curva de calibración con quercetina a 0, 5, 10, 20, 40, 60 ppm. Los 
resultados se expresan en miligramos de equivalentes de quercetina por gramo de material 
vegetal (mg/g) 
3.1.2.3. Análisis de flavonoides por RP-UHPLC-PDA-ESI-MS  
 
Una vez obtenidos los extractos, estos fueron analizados por cromatografía liquida de ultra-
alta eficiencia en fase reversa acoplado a un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) y 
espectrometría de masas con ionización dual positivo/negativa por electrospray (RP-
UHPLC-PDA-ESI-MS) usando un equipo Shimadzu Prominence LCMS2020. Se empleó 
una columna C18 Kinetex® 250 x 4,60 x 2.2 μm, con una fase móvil HCOOH 0,1% en agua 
(Fase A) y HCOOH 0,1% en ACN (Fase B) con temperatura del horno a 35°C y flujo a 0,7 
mL/min. Se hizo una detección a una longitud de 330 nm y a un voltaje de 1.05 kV. De esta 
manera, se obtuvieron los perfiles metabólicos respectivos que permitieron el 
reconocimiento de compuestos de naturaleza flavonoide debido al análisis conjunto de los 
espectros de absorción UV-Vis y de masas de las señales detectadas en los perfiles 
cromatográficos. El programa de gradiente se estableció de la siguiente manera: 0% B (0-
3 min), 0%-15% B (4-29 min), 15%-30% B (29-48 min), 30%-100% (48-65 min) 
 
Subsecuentemente, se realizó análisis por cromatografía liquida de alta eficiencia acoplada 
a espectrometría de alta resolución en el laboratorio de Química de Produtos Naturais, 
Instituto de Química, Universidade de São Paulo, utilizando un cromatógrafo Shimadzu 
Prominence LC, equipado con dos bombas LC-20AD, desgasificador DGU-20A, inyector 
automático SIL20A, y horno de columna CTO-20A. La columna usada fue una columna 
C18 Kinetex® 250 x 4,60 x 2.2 μm, HCOOH 0,1% en agua (Fase A), HCOOH 0,1% en 
ACN (Fase B), con temperatura del horno: a 35°C, y flujo de 0,7 mL/min. Este sistema 
cromatográfico estaba acoplado a un espectrómetro de masas Bruker MicrOToF III, que 
consta de un analizador Quadrupolo-Tiempo de Vuelo (QToF), operado a 7.0 eV, y una 
interfase ESI en operado modo negativo (scan 100-200 m/z), con línea de desolvatación a 
250°C, gas nebulizador a 1,5 L/min. Gas de secado a 8 L/min, y energía de colisión de 14 
e V. 
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3.1.2.4. Análisis estadístico  
 
El análisis estadístico se realizó para cada variable en los diferentes tratamientos 
evaluados por triplicado. El análisis de varianza y las diferencias significativas se 
analizaron mediante ANOVA (α=0.05) y se realizaron comparaciones múltiples mediante 
prueba de Tukey utilizando el programa R Studio (https://cran.r-project.org/). La correlación 
de Pearson (α=0.05) se realizó empleando el software IBM SPSS Statistics v22.0. 
 
El análisis estadístico realizado para describir el comportamiento de los perfiles 
metabólicos fue de tipo multivariado, utilizando regresión de mínimos cuadrados parciales 
con análisis discriminante (PLS-DA). Para ello, se emplearon las áreas bajo la curva de 
cada señal m/z (features) de los espectros de masas, presentes en cada uno de 
cromatogramas de iones totales (TIC). Estos valores m/z (features) se obtuvieron bajo 
procesamiento de todos los TIC crudos con MzMine 2.0, a través de los pasos típicos de 
normalización, detección de señales, deconvolución, deisotopización, filtrado, alineación y 
gap-filling, incluyendo solo aquellas señales que, bajo comparación simultánea, fueran 
detectadas por HPLC/PDA, bajo monitoreo a 330 nm, para dirigir el procesamiento hacia 
compuestos de naturaleza flavonoide. La matriz resultante Observaciones (i.e., muestras) 
versus Variables (i.e., señales tipificadas a un tiempo de retención y un valor m/z) fue 
exportada a formato .csv e importada en el software R studio para su respectivo análisis 
estadístico, descrito previamente, utilizando los paquetes MAIT and OMU (https://cran.r-
project.org/). 
3.1.2.5. Anotación de metabolitos de interés   
Las señales que fueron clasificadas con mayor influencia en la discriminación, según los 
diagramas de carga (loadings plots) luego del análisis PLS-DA, fueron anotadas de 
acuerdo con los valores m/z obtenidos de los respectivos espectros de masas de alta 
resolución. La anotación de las señales se realizó a nivel 3 de acuerdo con los parámetros 
de la Metabolomics Standard Initiative (MSI) (Schymanski et al., 2014). El proceso de 
anotación de señales inició con la determinación de la fórmula molecular a partir de la masa 




de los espectros de masas de alta resolución, utilizando la herramienta ChemCalc 
(https://www.chemcalc.org/). La estimación de los errores más bajos (en ppm), soportado 
de filtrado filogenético y comportamiento cromatográfico y, posteriormente, bajo 
comparación con el diccionario de productos naturales (http://dnp.chemnetbase.com), la 
base de datos online KNApSAcK (http://www.knapsackfamily.com) y PubChem 
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), permitió la correspondiente anotación de cada  
metabolito, acompañado del análisis de los datos de absorción al UV. Los isómeros (regio 
y estereoisómeros) correctos quedaron sujetos a confirmación posterior utilizando otra 
técnica o mediante patrones estandarizados, siguiendo lo sugerido por la MSI. 
3.1.3. Análisis transcripcional por PCR en tiempo real de las 
principales enzimas de la ruta biosintética del clavel  
Se realizó extracción de RNA total de las raíces de clavel utilizando el método de extracción 
con Trizol (Invitrogen ®), siguiendo las indicaciones del proveedor. Posteriormente, se 
midió la absorbancia en relación A260/A280 entre 1,9 hasta 2,0 en un nanodrop (Thermo 
ScientificTM). Para evitar la contaminación por ADN, se realizó la adición de ADNasa 
(Epicentre ®), de acuerdo con las condiciones recomendadas por el proveedor.  
La síntesis de cDNA se realizó utilizando oligo dT y la transcriptasa inversa M-MLV (virus 
de leucemia murina de Moloney, Invitrogen®), siguiendo el protocolo del fabricante. Los 
niveles de transcripción fueron evaluados por PCR en tiempo real (SYBR ® Green 
MasterMix IQTM Biorad), mediante cuantificación relativa empleando el gen de la histona 
(Monroy-Mena, Chacón-Parra, Farfán-Angarita, Martínez-Peralta, & Ardila-Barrantes, 
2019). Con el fin de usar la misma cantidad de cDNA en cada reacción (10 ng), se realizó 
cuantificación por fluorescencia (Qbit ® Invitrogen). 
 
Se seleccionaron los genes de las enzimas involucradas en la síntesis de los principales 
núcleos de flavonoides CHI, CHS, FLS y el factor de transcripción AtMYB11. Los 
cebadores empleados para los genes codificantes de CHIS y la CHS fueron descritos por 
Ardila (2013). Para el caso de la histona, se usaron los cebadores descritos por Monroy-
Medina et al., (2019). Para los genes codificantes de la enzima FLS y el factor de 
transcripción se diseñaron AtMYB11, los respectivos cebadores fueron diseñados (Tabla 
3-2). El diseño de estos últimos cebadores se realizó utilizando las secuencias del genbank 
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Gene ID: 102577717 y Gen ID: 825435. Posteriormente, se realizó un Blast con la base 
del genoma del clavel (http://carnation.kazusa.or.jp/), para seleccionar las secuencias con 
un alto valor de identidad. Sobre estas secuencias, se realizó el respectivo alineamiento 
con las secuencias reportadas para otras especies usando el programa clustalW y se 
seleccionaron aquellas regiones conservadas para cada enzima y, sobre éstas, se realizó 
el diseño correspondiente mediante el programa primer 3 , seleccionando dos parejas para 
gen de interés que cumplieron con los requerimientos necesarios para el análisis de RT-
qPCR, como son tamaño entre 100 y 300 pbs, composición de G/C entre 40% y 60% y una 
temperatura de anillaje cercana a 60°C. 
 
Tabla 3-2 Lista de secuencias de los cebadores empleados para la cuantificación por 
qPCR  
Nombre de la 
proteína 
ID reportado 
de la base 


































Las condiciones de amplificación para los genes codificantes para las enzimas CHS y CHI 
fueron las descritas por Ardila (2013); la desnaturalización inicial a 95°C durante 10 min, 
seguidos de 35 ciclos a 95°C (15s), 53,5°C (20s), 72°C (20s) y por último un ciclo final de 
72°C (1 min). Para los genes codificantes de FLS MYB11 y la histona se realizó una 




ciclos a 95°C (15s), 59°C (20), 72°C (20s) y finalmente 72°C (1 min)  Se realizó la curva 
de fusión correspondiente después de cada análisis, desde 65°C hasta 95°C. Así mismo, 
se realizó la evaluación de la expresión de la histona, como gen de referencia, con el fin 
de expresar los resultados en función de este y se evaluó la especificidad en la 
amplificación con los diferentes cebadores determinando las curvas melting. La 
cuantificación se realizó comparando los valores de Ct (ciclo umbral) obtenidos para los 
diferentes tratamientos y los obtenidos por el gen de referencia empleando la fórmula 




Donde E2: eficiencia de gen de referencia   E1: eficiencia del gen blanco.  
3.3 Segunda Parte: Efecto de la aplicación de un elicitor 
de origen biótico en la biosíntesis de flavonoides 
La segunda etapa del proyecto de investigación se enfocó a determinar el efecto de la 
elicitación sobre la biosíntesis de los flavonoides, principalmente en la variedad 
susceptible. Para ello, se realizó un ensayo in vivo empleando las condiciones empleadas 
en el primer ensayo, pero con un diseño experimental diferente de acuerdo con la tabla 
Tabla 3-4 
 
Tabla 3-3 Diseño experimiental etapa de elicitación  
Tratamiento Elicitación Inoculación 
Control absoluto (EOC) NO NO 
Inoculación (EOI) NO SI 
Elicitación control (E1C) SI NO 
Elicitación e inoculación (E1I) SI SI 
 
3.3.1 Preparación y aplicación del elicitor 
El elicitor se preparó siguiendo las condiciones previamente establecidas en una tesis de 
Doctorado en Ciencias-Biología que se está desarrollando en este momento en el grupo 
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de investigación. El proceso consistió en manera general, en sembrar una cepa del 
patógeno previamente en PDA del cual se tomaron 1cm2 del micelio del hongo fraccionado 
en partes pequeñas y se dejó crecer durante ocho días en caldo de cultivo PDH (25% puré 
de papa, 10% dextrosa y 12% hojas de clavel de una variedad susceptible) y se mantuvo 
a 25°C en agitación constante a 100 rpm, durante cinco días. Cumplidos los 5 días el 
micelio se recuperó a través de un proceso de filtrado en condiciones esteriles. El micelio 
recuperado fue sometido a un proceso de esterilización por 15 minutos a 125°C y 15 libras 
de presión. Luego, el micelio se liofilizó por 48 horas y se maceró con nitrógeno líquido. El 
pulverizado se resuspendió en agua destilada estéril a una concentración de 1 mg/mL y se 
sónico durante 2 minutos, para posteriormente agregar una concentración 1% de tween 
20. De esta disolución se adicionaron 200 mL al sustrato de los tratamientos elicitados y 
posteriormente se sembraron los esquejes de clavel de 3 semanas de enraizamiento. Así 
mismo, a los tratamientos sin elicitación, el sustrato se humedeció con 200 mL de agua 
destilada con 1% de tween 20. 
3.3.2 Ensayo de inoculación con Fod 
Después de la elicitación, se esperaron 144 h para realizar la inoculación con el patógeno 
siguiendo la metodología de sección 3.1.1. Este ensayo se realizó completamente al azar 
con tres réplicas y se contaron con cuatro tratamientos: E0C: control absoluto, E1C: 
elicitado Control, E0I: Inoculado, E1I0: Elicitado-inoculado. Se tomaron muestras a los 
tiempos: 0h, 12h, 24h, 48h, 96h. Todos los esquejes se mantuvieron a condiciones 
constantes de temperatura, iluminación y humedad relativa y se regaron por aspersión 
cada día de por medio durante dos meses. Cada semana se realizaron medidas de 
incidencia de la enfermedad durante dos meses, para ello se siguieron las fórmulas de 
incidencia y severidad propuesta por Gashaw. (2013):  
3.3.3 Extracción de metabolitos, análisis de fenoles y 
flavonoides totales  




3.3.4 Separación por HPLC, análisis estadístico metabolómico y 
anotación de señales 
Con las condiciones previamente establecidas se analizaron las muestras siguiendo el 
mismo procedimiento descritas en las secciones 3.1.3 
3.3.5 RT-qPCR  
Se siguió el mismo procedimiento previamente descrito con las mismas condiciones 
previamente descritas en la sección 3.1.4 
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4. RESULTADOS y DISCUSIÓN  
4.1 Efecto de la inoculación con Fusarium oxysporum 
f.sp. dianthi en la biosíntesis de flavonoides en clavel 
4.1.1 Severidad 
Para el presente experimento, se seleccionaron dos variedades contrastantes a la 
enfermedad: Golem (resistente) y Mitzuki (susceptible), las cuales fueron sometidas a un 
ensayo in vivo de inoculación con el patógeno para evaluar las respuestas bioquímicas 
asociadas a la biosíntesis de flavonoides. Durante este ensayo, las plantas fueron 
sometidas a las mismas condiciones ambientales de iluminación, temperatura y humedad. 
Se realizaron medidas de incidencia de la enfermedad para los diferentes tratamientos 
evaluados durante dos meses, con el fin de asegurar que las respuestas bioquímicas y 
moleculares evaluadas, estuvieran relacionadas con los niveles de resistencia al 
marchitamiento vascular causado por Fod (Figura 4-1). 
A la cuarta semana de inoculación se observó que las plantas susceptibles presentaron 
síntomas de la enfermedad (índice: 0.1), mientras en la variedad resistente no presentaron 
evidencia de la enfermedad en ese mismo tiempo. Posteriormente, solo a las seis 
semanas, se apreció algo de amarillamiento de las hojas basales en algunas de las plantas 
de la variedad resistente inoculada, asociado a los síntomas de la enfermedad (índice: 
0.1), mientras que, en la variedad susceptible, el índice de la severidad fue superior al 0.5, 
lo que sugirió que en las variedades susceptibles ocurre una progresión de la enfermedad 
más rápida, que la presentada en plantas resistentes. Finalmente, a la semana siete pos-
inoculación se apreció que la severidad en la variedad susceptible presentó un índice de 
0.7, mientras que en la variedad resistente inoculada apenas se reportaron valores 
inferiores al 0.3 (Figura 4-2). Esta información indicó que las dos variedades usadas en 
este estudio son contrastantes en cuanto a la resistencia a la enfermedad del 





Figura 4-1.Severidad del  marchitamiento vascular durante siete semanas (2 meses) Las 
barras de error  verticales representan la desviación estándar de cada promedio (n=3). 
Letras sobre las barras representan diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo con la 
prueba de Tukey. 
 
Por otro lado, se evidenciaron diferencias significativas en la semana 7, en términos de la 
severidad presentada entre plantas controles e inoculadas de la variedad resistente, 
presentando estas últimas, sintomatología del marchitamiento en alguna proporción 
significativa. Esto evidenció que, tal y como ha sido sugerido por diferentes autores en este 
modelo, la resistencia al marchitamiento vascular es multigénica y puede verse afectada 
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Figura 4-2 Medidas de incidencia de la enfermedad a los 60 días pos-inoculación (DPI)  
Las barras verticales representan la desviación estándar de cada promedio (n=3). Letras 
sobre las barras representan diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo con la prueba 
de Tuckey.  
Estos resultados evidenciaron además que las dos variedades seleccionadas eran 
contrastantes en la resistencia al patógeno; por lo tanto, los resultados presentados en 
este trabajo, a nivel bioquímico, pueden asociarse a las diferencias en respuesta que 
generan los diferentes niveles de resistencia al patógeno. Otro aspecto importante a 
mencionar es que las evaluaciones bioquímicas realizadas en este estudio fueron a 
tiempos tempranos (i.e., cuando la planta no presenta todavía síntomas de la enfermedad), 
considerando diferentes estudios que han descrito que las respuestas bioquímicas ocurren 
a tiempos tempranos de inoculación (Morkunas, Narona, Nowak, Samardakiewicz, & 
Remlein-Starosta, 2011; Van Pelt-Heerschap & Smit-Bakker, 1999), incluyendo el caso del 
clavel (Martinez, 2019; Vargas, 2019)  
Fenoles y Flavonoides totales  
Debido a que los compuestos fenólicos, especialmente los de tipo flavonoide, están 
involucrados en los procesos de defensa en clavel (Galeotti et al, 2008, Curir 2005), es 






























es el primer punto de contacto con el patógeno y, en estudios previos, se han reportado 
compuestos fenólicos involucrados con la resistencia al patógeno (Curir .2003, Higuera & 
Gómez, 1996, Niemann & Steijl, 1994). Por lo tanto, con el fin de hacer una evaluación 
inicial del comportamiento de los flavonoides, en la presente investigación se realizó una 
cuantificación del contenido total de fenoles, como un primer parámetro en el estudio del 
papel de dichos compuestos en la respuesta frente a la inoculación con Fod (Grafico 4-
3A).  
A nivel constitutivo, los fenólicos totales presentaron diferencias significativas con respecto 
a la variedad, reportándose que, en la variedad resistente, un valor promedio de 250,1 
mg/g, mientras que, en la variedad susceptible, fue de 106,9 mg/g. Por lo tanto, a nivel 
constitutivo, la variedad resistente tiene mayores niveles de fenólicos totales que la 
variedad susceptible. Estos resultados coinciden con lo reportado para otras variedades 
de clavel (Ardila, 2013).  
Posterior a la inoculación, en las primeras horas (12, 24 y 48 hpi) no se observaron 
diferencias significativas entre los tratamientos en cada variedad. No obstante, a las 96 
hpi, el contenido total promedio de fenoles en la variedad resistente es superior en el 
tratamiento inoculado (356,5 mg/g), que en el control (265,1 mg/g), encontrándose 
diferencias al nivel de significancia trabajado (p=0.05). Por el contrario, en la variedad 
susceptible, no se registró un incremento en ninguna de las horas pos-inoculación y, de 
hecho, a las 96 hpi, se registró una disminución significativa en el tratamiento inoculado 
(115,8 mg/g) con respecto a su control (203,7 mg/g). Es importante resaltar que a dicho 
tiempo, los valores en la variedad resistente son superiores y significativamente diferentes 
que en la variedad susceptible. Por lo tanto, estos resultados sugieren una respuesta 
diferencial ante la presencia del patógeno a las 96 hpi y coinciden con reportes previos 
para el modelo usando otras variedades de clavel (Ardila, 2013). 
La diferencia en el contenido total de compuestos fenólicos en las variedades de clavel 
estudiadas en este experimento, se puede asociar con los diferentes reportes que han 
citado a algunos de estos compuestos como importantes en la resistencia vegetal 
(Harborne & Williams, 2000). Dicho papel puede vincularse, por ejemplo, al hecho que 
algunos de éstos están asociados con la generación de gomas, procesos de lignificación 
para el reforzamiento de la pared celular (Ponchet, Martin-Tanguy, Marais, & Poupet, 
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1984), acumulación de fitoalexinas (por ejemplo diantalexinas y diantramidas) (Niemann, 
1993) y finalmente la acumulación de flavonoides (Galeotti, Barile, Curir, et al., 2008). 
 
 
Figura 4-3. Efecto de la inoculación del patógeno en los niveles de fenoles totales (A) y 
flavonoides totales (B) presentes en clavel. Las barras verticales representan la 
desviación estándar de cada promedio (n=3). Letras sobre las barras representan 
diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo con la prueba de Tukey. 
Con respecto a los niveles constitutivos de flavonoides totales se encontró un 
comportamiento similar a lo observado para el contenido total de fenólicos, presentando 
































































































































significativamente  diferentes cuando se comparan con la susceptible (57,2 mg/g). En este 
sentido, estudios previos han reportado que las variedades resistentes presentan de 
manera constitutiva, previa al ataque del patógeno, mayores niveles de estos compuestos 
(Ardila, Martínez & Higuera, 2013) 
Posteriormente, por efecto de la inoculación con el patógeno, se dio un incremento en los 
contenidos promedio de estos compuestos a partir de las 48 hpi en la variedad resistente 
(167,2 mg/g), siendo significativamente superiores a los encontrados en su respectivo 
control no inoculado (100,3 mg/g). Por el contrario, en la variedad susceptible, no se 
presentaron cambios significativos por efecto de la inoculación (valores promedio entre 
67,5 y 82,3 mg/g). Finalmente, a las 96 hpi se apreciaron diferencias significativas en el 
tratamiento inoculado de la variedad resistente con respecto a los otros tratamientos (198,9 
mg/g). Con lo anterior, se aprecia que, en la variedad resistente, la acumulación de 
flavonoides totales ocurre primero y con mayor intensidad que en la variedad susceptible, 
lo cual esta de acuerdo con estudios previos realizados en nuestro grupo de investigación 
(Ardila 2013) 
El incremento del contenido total de flavonoides después de la inoculación se puede 
asociar con el rol que cumplen estos metabolitos en la regulación de especies reactivas de 
oxígeno, mecanismo que se ha reportado puede ser importante para evitar la activación 
de la fase necrotrófica del patógeno (Mierziak, Kostyn & Kulma 2014). En el estudio de 
Ardila (2013) se reportó que el aumento de los flavonoides, luego de la inoculación, se 
correlaciona positivamente con incrementos en la actividad antioxidante. Resultados 
similares se han descrito para otras especies (Meneses, Martins, Teixeira, & Mussatto, 
2013; Sabeena Farvin & Jacobsen, 2013; Zhao & Dixon, 2010). Otra posible función 
ampliamente reportada de los flavonoides es que pueden presentar actividad antifúngica 
directa sobre el patógeno, siendo por tanto, postulados como fitoalexinas (Baba & Malik, 
2015; P. Curir, Dolci, & Galeotti, 2005; Gerard J. Niemann, Liem, van der Kerk-van Hoof, 
& Niessen, 1992). Otra función atribuida a los flavonoides es su papel como 
osmoreguladores y señalizadores durante la respuesta con la presencia del patógeno 
(Khlestkina, 2013) (Anjum et al, 2011)  
Los resultados del contenido total de fenoles y flavonoides encontrados en el presente 
trabajo coinciden con reportes previos realizados usando otras variedades resistentes de 
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clavel a Fod. Esto permite validar nuevamente la hipótesis que, a nivel constitutivo e 
inducible, las variedades resistentes poseen mayor cantidad de estos compuestos que las 
variedades susceptibles, indicando que los compuestos fenólicos, especialmente los de 
tipo flavonoide, son de interés en procesos de resistencia a esta enfermedad en clavel 
(Ardila 2013, Niemann, 1991).  
En este orden de ideas, es importante comentar que los estudios que se han realizado 
para profundizar sobre el papel de estos compuestos en el clavel, se han limitado a la 
fecha, a aproximaciones clásicas que involucran la purificación y caracterización 
estructural usando herramientas espectroscópicas (Curir et al., 2003;  Curir et al., 1996), 
lo cual ha limitado una visión más amplia de la interacción. Por consiguiente, a 
continuación, se presenta, por primera vez, una aproximación al estudio de estos 
compuestos en el clavel, mediante el empleo de herramientas propias de la metabolómica 
dirigida.  
4.1.2 Identificación y análisis de flavonoides constitutivos e 
inducidos en clavel  
A partir de los mismos extractos metanólicos a los que se realizó la cuantificación de 
fenoles y flavonoides totales, se procedió a realizar un análisis cromatográfico para 
establecer, de manera preliminar, aquellos compuestos de tipo flavonoide potencialmente 
involucrados en la respuesta al patógeno. Para ello, se hizo primero una separación en 
fase reversa, por UHPLC con detección multilongitud de onda mediante detector de arreglo 
de fotodiodos (PDA) y acoplada a espectrometría de masas (MS) (Figura 4-2). Como 
parámetro inicial, se hizo el monitoreo a 330 nm para filtrar las señales con absorción al 
UV típica de los compuestos objetivo. En este análisis se detectaron un total de 83 señales 
en todas las muestras evaluadas (variedad y tratamiento), que cumplían con las 
características de flavonoides, teniendo en cuenta su espectro de absorción en el UV. 
A partir de los perfiles obtenidos se aprecia que los compuestos detectados se caracterizan 
principalmente por tener polaridad media a alta, lo cual era de esperarse teniendo en 
cuenta el disolvente de extracción empleado (i.e., metanol-agua). Así mismo, se ha 




(Andersen & Markham, 2005), lo cual efectivamente fue verificado teniendo en cuenta la 
estructura de los flavonoides anotados que se presentará mas adelante (Tabla 4-1). 
 
Figura 4-4 Perfiles cromatográficos apilados de los extractos obtenidos de las raíces de 
las variedades Mitzuki (susceptible), Golem (resistente). Perfiles obtenidos con detección 
a 330 nm. Por facilidad en la presentación de la información de la figura se incluye la réplica 
de cada uno de los diferentes tratamientos. 
 
Tomando los perfiles cromatográficos para los diferentes tratamientos como datos de 
entrada, bajo el concepto de análisis dirigido (i.e., los resultados filtrados mediante el 
detector PDA a 330 nm, acompañado de un primer análisis por espectrometría de masas 
(MS) de baja resolución (utilizando un analizador cuadrupolar simple) y, posteriormente, 
con fines de una anotación más robusta, de un segundo análisis por espectrometría de 
masas de alta resolución (empleando un analizador simultáneo quadrupolo-tiempo de 
vuelo (QToF) dirigieron la detección y posterior anotación selectivamente a compuestos de 
naturaleza flavonoide), se realizó un primer acercamiento para aquellos compuestos que 
presentaban interés en la interacción al ser estadísticamente representativos de los 
diferentes tratamientos, a partir de lo obtenido de la regresión de mínimos cuadrados 
parciales con análisis discriminante (PLS-DA). A partir de los resultados de ese análisis, a 
continuación, se presentan algunas consideraciones generales de la estructura y 
biosíntesis de los compuestos flavonoides que fueron identificados a nivel 3 según la MSI, 
y que, de acuerdo al presente trabajo, tienen relevancia estadística para los análisis 
estadísticos que se presentarán mas adelante en el texto. 
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Algunas características de los compuestos flavonoides anotados.  
 
En esta etapa únicamente se presentan aquellos flavonoides que tienen relevancia 
estadística y que fueron identificados a nivel 3. Así, de un total de 83 compuestos 
detectados potencialmente de tipo flavonoide, se realizó la anotación de un total de 42. 
Esta exploración constituye el primer reporte de metabolómica dirigida a flavonoides para 
variedades de clavel cultivadas en Colombia. Por tanto, la lista aquí presentada es un 
primer acercamiento a la composición, en términos de flavonoides, en clavel. Esta 
información será por tanto la base que permitirá la identificación de estos compuestos en 
futuras investigaciones. En tal ejercicio, se describieron principalmente flavonoles (de tipo 
kaempferol y quercetina), dihidroflavonoides, flavanonas y flavonas (Tabla 4-1). Diferentes 
autores han reportado que los flavonoles se caracterizan principalmente por su actividad 
antioxidante, especialmente las quercetinas. Por otro lado, las flavonas y las flavanonas 
se han descrito que tienen fuerte actividad antifúngica, especialmente aquellas no 
sustituidas (Mierziak et al., 2014)  
 
Los flavonoides que han sido descritos previamente en clavel se caracterizan por ser 
principalmente de tipo flavonas (apigenina), flavonoles (kaempferol, kaempférido, 
datiscetina, miricitrina, quercetina) y antocianinas (calistefina, cianidina, delfinidina, 
pelargonidina) (Curir et al., 2003; Curir, Dolci, Lanzotti, & Taglialatela-Scafati, 2001; Fukui, 
Tanaka, Kusumi, Iwashita, & Nomoto, 2003; Galeotti, Barile, Curir, et al., 2008; Nakayama 
et al., 2000). Las flavonas y los flavonoles descritos a la fecha en clavel se caracterizan 
también porque muchos de ellos son glicosilados, siendo consistentes con lo reportado en 
el presente trabajo. Por ejemplo, el flavonoide 3 (quercetina 3-[6-O-(α-L-arabinopiranosil)-
β-D-glucopiranósido, aquí anotado, fue previamente reportado en clavel descrito por Curir 
et al. (2003). Sin embargo, es importante reportar que otros flavonoides que han sido 
reportados en clavel y, que se han descrito asociados a la resistencia a Fod, no se 
encontraron en el presente estudio. Esto era también de esperarse considerando que los 
flavonoides se pueden sintetizar de manera diferencial dependiendo de la variedad y 
condiciones ambientales como el clima, la altitud, entre otros factores bióticos/abióticos 





Tabla 4-1. Anotación de señales (dirigido a flavonoides) de los perfiles metabólicos de 
clavel de manera constitutiva e inducible. El número (#) de cada flavonoide es dado por su 
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13 62.2 717.1799 
215,234, 
278,339 
Flavonolc C37H34O15 -2.85 
14 42.3 851.0748 
214,239, 
272,338 
Flavonolc C45H24O18 -4.28 




















































23 47.8 559.1811 
217,232, 
275,312 
Flavona C28H31O12 0.89 












aIdentificación a nivel 3 (anotación) según la MSI; para los compuestos no descritos o no 
incorporados a las bases de datos, se hizo una aproximación estructural teniendo en 
cuenta las longitudes de onda de máxima absorción en el espectro UV (Feng, Hao, & Li, 
2017); bFórmula molecular del compuesto anotado [M], deducido del aducto [M-H]-; 
ccompuesto no anotado por HRMS, cuyo tipo de flavonoide se dedujo de los datos del 
espectro UV.  
 
Como se comentó previamente, todos los flavonoides anotados se presentan de manera 
glicosilada. Al respecto, generalmente la presencia de los azúcares puede ser necesaria 




se acumulan principalmente en vacuolas de la epidermis o en ceras (Stracke Et al, 2010). 
La glicosilación de los flavonoides se da por las enzimas glicosiltransferasas, las cuales 
son enzimas de tipo UGT (uridinadifosfato glucosiltransferasa), encargadas de catalizar la 
formación del enlace glicosídico para la formación de un glicósido. Las glicosiltransferasas 
catalizan la transferencia de grupos glicósido a un aceptor nucleófilo (Lairson, Henrissat, 
Davies, & Withers, 2008). En general, estas enzimas se caracterizan por tener alta 
especificidad de la región a catalizar, pero tienen alta aceptación del sustrato (Andersen & 
Markham, 2005). La glicosilación puede resultar en la formación de O-glicósidos o C-
glicósidos, siendo los más comunes en este reporte los primeros. Los O-glicósidos tienen 
las sustituciones de azúcar unidos a un grupo hidroxilo de la aglicona, usualmente en la 
posición 3 o 7 (Feng, Hao & Li, 2017). 
 
Otra característica de algunos de estos compuestos descritos es que se encuentran 
metilados. Estas metilaciones son llevadas a cabo por enzimas O-metiltransferasas (OMT) 
(Andersen & Markham, 2005), las cuales pueden ocurrir frecuentemente en las posiciones 
3,5,7,3’,4’ y/o 5 (Feng, Hao & Li, 2017). En varias especies de plantas se ha descrito que 
flavonoides metilados estarían asociados a la protección contra patógenos, depredadores 
y la radiación ultravioleta (Legrand, Friting, & Hirth, 1978). Las OMT son enzimas 
involucradas en procesos de defensa de la planta como la lignificación y también en la 
metilación de compuestos secundarios, como fenilpropanoides y alcaloides (Zubieta, He, 
Dixon, & Noel, 2001). En clavel se ha descrito una OMT, el flavonoide 4′‐O‐
metilltransferasa (F4′‐OMT), en una variedad resistente de clavel y se determinó que esta 
enzima puede participar en formación de flavonoides metilados con actividad biológica 
contra el patógeno (Curir Et al, 2003). 
4.1.2.1 Comparación de flavonoides a niveles constitutivos entre las 
variedades  
A continuación, se presentan los compuestos responsables de la discriminación de los 
diferentes tratamientos objeto de estudio en el presente trabajo de investigación, usando 
para ello, estadística multivariada supervisada, bajo análisis dirigido a flavonoides, de 
orden discriminante.  
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En primer lugar, se realizó una comparación entre ambas variedades a nivel constitutivo, 
es decir, a nivel preinfeccional (t=0), con el fin de identificar aquellos flavonoides que son 
constitutivos y están asociados a cada variedad. Para ello, se hizo un PLS-DA, tomando 
las variedades a las 0 hpi, como variable categórica o de supervisión (Figura 4-5). En los 
resultados obtenidos se aprecia, en el scrore plot, que existen diferencias en la síntesis de 
flavonoides entre variedades y, en el loadings plots, se aprecia que la variedad resistente 
exhibe un mayor número de flavonoides que influencian la discriminación que la variedad 
susceptible. Lo anterior se relaciona con lo descrito en el contenido total de flavonoides 
(Figura 4-3) donde, la variedad resistente, presentó valores superiores a los encontrados 
en la variedad susceptible. Estas diferencias se pueden asociar con las abundancias 
relativas de los flavonoides 2, 5, 6, 8,9, 10 presentes en la variedad resistente, en contraste 
con las abundancias relativas de los flavonoides 1, 3, 4, 7, presentes en la variedad 
susceptible. 
Los flavonoides con mayor influencia en la discriminación para la variedad resistente son 
2, 5, 6, 8, 9, 10, de los cuales, todos corresponden a flavonoles, a excepción del 10, que 
es una flavona. Por otro lado, en la variedad susceptible se describen como importantes 
los flavonoides 1, 3, 4, y 7, todos también de tipo flavonol, sugiriendo que la presencia de 
esta familia de flavonoides a nivel constitutivo en el clavel, es parte de las características 
propias de la especie, tal y como ha sido sugerido por algunos autores (Galeotti, Barile, 
Lanzotti, et al., 2008). Así mismo, la distribución de algunos flavonoles específicos en 
mayor cantidad en la variedad resistente, confirma la hipótesis de su posible papel en 
resistencia, como se ha propuesto  previamente (Ardila, 2013; P. Curir et al., 2005; Paolo 
Curir et al., 2001).  
A nivel estructural (Figura 4-6), a pesar de las limitaciones de la anotación, se observa una 
característica estructural en las variedades resistentes que tienen diferentes patrones de 
glicosilación; es decir, los flavonoides 9 y 5 tienen doble glicosilación (posiblemente en las 
posiciones 3 y 7). Por el contrario, los flavonoides 2 y 10 únicamente presentan una 
glicosilación (posiblemente en la posición 3). El primer tipo de glicosilación posiblemente 
es mediado por la acción de enzimas tipo UDP-Glc: flavonol-3-O-glucósido-7-O-
glucosiltransferasa (Jones et, al, 2003) o por la acción de dos transferasas; una encargada 




glicosilación es catalizado por uno o varias glicosiltransferasas con especificidad de 
catálisis en la posición 3 e incluso con especificad al sustrato (Andersen & Markham, 2005). 
En cuanto a la variedad susceptible (Figura 4-6), se observa que predomina solamente el 
patrón de monoglicosilación (probablemente en 3-OH), en los flavonoides 1, 3 y 8. También 
se observa monoglicosidación (en la posición 8-OH) del flavonoide 4. Por lo tanto, la acción 
especifica de diferentes glicosiltransferasas durante la biosíntesis de flavonoides, se 
pueden considerar como un punto de interés en el estudio de la resistencia del clavel, para 
ser abordado en futuros estudios del patosistema. 
 
Figura 4-5 Diferencias en el contenido relativo de flavonoides constitutivos (t=0) asociados 
a las variedades objeto de estudio, mediante regresión de mínimos cuadrados parciales 
con análisis discriminante (PLS-DA). Este análisis se supervisó clasificando el grupo de 
muestras de acuerdo con la variedad en el tiempo 0. (A) Diagrama de puntajes (Scores 
plot). Las variaciones explicadas se muestran en paréntesis en cada uno de los ejes para 
cada componente principal (PC1 y PC2). En este diagrama cada punto representa cada 
réplica y la elipse coloreada muestra una región de confianza del 96% de los datos, de 
acuerdo con la supervisión: S = susceptible (verde); R = resistente (rojo). (B) Flavonoides 
importantes clasificados por el sPLS-DA de acuerdo a los puntajes asociados a la 
influencia de las variables (flavonoides anotados) en la proyección (VIP scores). Los 
números a la izquierda corresponden al número asignado en la Tabla 4-1 de anotación de 
flavonoides. Los cuadros de color a la derecha se asocian a la influencia en la 
discriminación del factor evaluado (i.e., variedad) de acuerdo con los valores de 
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Figura 4-6 Estructuras de los flavonoides anotados que se registran con mayor influencia 
en la discriminación para la variedad resistente en el tiempo (t0), luego del sPLS-DA, de 
acuerdo con los puntajes VIP. Los centros quirales señalados están de acuerdo con los 
más probables de acuerdo con reportes de la bibliografía. Anotación a nivel 3 según la 
MSI. Isómero correcto pendiente por confirmar. 2. kaempferol 3-[6'''-ramnosil-2'''-(6-malil-
glucosil)-glucósido], 5. kaempferol 3-glucósido 7-xilósido 8. kaempferol 3-[2'',4''-









            
 
 
Figura 4-7  Estructuras de los flavonoides anotados que se registran con mayor influencia 
en la discriminación para la variedad susceptible en el tiempo (t0) luego del sPLS-DA, de 
acuerdo con los puntajes VIP. Los centros quirales señalados están de acuerdo con los 
más probables de acuerdo con reportes de la bibliografía. Anotación a nivel 3 según la 
MSI. Isómero correcto pendiente por confirmar. 1. kaempferol  3-O-[α-L-ramnopiranosil-
(1→6)-[3,4,5-trihidroxibenzoil-(→2)]-β-D-glucopiranósido]. 4. petaltósido. 3. 3-[2-(3,4-
dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4-oxocromona-8-il]-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil) 
propanoato de metilo. 8. kaempferol 3-[2'',4''-diacetilramnósido]. 
 
4.1.2.2 Comparación de flavonoides en el tiempo para la variedad resistente 
durante la interacción con el patógeno  
 
Es importante comentar que, de acuerdo con los resultados del contenido total de 
flavonoides (Figura 4-3), la variedad resistente, a partir de las 48 hpi, presenta una 
acumulación diferencial de estos compuestos mientras que, en la variedad susceptible, 
este comportamiento no se presenta. Teniendo en cuenta lo anterior, el análisis se orientó 
a examinar cómo era la modulación de los flavonoides únicamente en la variedad 
resistente, para encontrar flavonoides responsables de la discriminación debido a su 
abundancia relativa entre los tiempos. Para ello, se usó la estadística multivariada 
supervisada, bajo análisis dirigido a flavonoides, de orden discriminante.  
1.  3.  4.  
8.  
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Este análisis consistió en comparar los tratamientos inoculados a diferentes tiempos, con 
respecto al control no inoculado a tiempo cero. Esta primera aproximación permite 
determinar de manera preliminar cuáles son los tiempos en los que se presentaron los 
cambios más importantes por efecto de la inoculación. Es importante recordar que, si bien 
se contaban con controles no inoculados en los diferentes tiempos, estos no se incluyeron 
en este análisis multivariado, pues no existen cambios importantes en los mismos, sobre 
todo en el periodo de 48 a 96 hpi (Figura 4-3). En el diagrama de puntajes (Figura 4-8) se 
observa que hay una buena separación por los grupos de muestras relativas a cada tiempo 
de muestreo pos-inoculación, aunque se aprecia un pequeño solapamiento entre las 
muestras colectadas a las 24 y 48 hpi. Así mismo, se evidencia que los grupos se separan, 
en orden, de acuerdo con la hora, siendo las 0 y 96 hpi los grupos más alejados.  
De acuerdo con el diagrama de cargas, se logró establecer que los flavonoides con mayor 
influencia en la discriminación del grupo a las 0 hpi fueron el 2, 12, 17, 9 y 18, siendo la 
única flavonona el número 18, mientras que los demás son flavonoles, especialmente de 
tipo kaempferol. Por lo tanto, se puede inferir que a nivel constitutivo, en la variedad 
resistente, la ruta biosintética de los flavonoides está dirigida a la síntesis de compuestos 
de tipo flavonol, especialmente de tipo kaempferol glicosilados, los cuales se han asociado 
principalmente a respuesta de defensa en clavel (Curir et al., 2001; Galeotti, Barile, Curir, 
et al., 2008). Es interesante comentar que, al comparar el análisis de la Figura 4-5, se 
destacan los flavonoles 2 y 9, en la variedad resistente, como flavonoides abundantes a 
las 0 hpi, tanto para la discriminación por variedad como por tiempo. Esto también se 
corrobora en el gráfico de cargas, donde se aprecia que la abundancia relativa de estos 
compuestos con el paso del tiempo tiende a disminuir. Por lo tanto, este comportamiento 
debe ser objeto de estudio en próximas investigaciones, pero permite proponer que los 
mismos pueden estar teniendo algún papel en la adaptación de las plantas a las 
condiciones del ensayo o que se estén consumiendo durante la interacción con el 
patógeno. En este sentido, no se puede descartar que estos compuestos tengan otro tipo 
de función no relacionada con la defensa al patógeno. En esta parte se evidencia que, el 
uso de controles no inoculados en cada uno de los tiempos, son necesarios para descartar 





Figura 4-8 Modulación de flavonoides en la variedad resistente durante la interacción con 
el patógeno, evaluado mediante regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis 
discriminante (PLS-DA). Este análisis se supervisó clasificando el grupo de muestras de 
acuerdo con el tiempo de muestreo pos-inoculación (pi) (A) Diagrama de puntajes (Scores 
plot). Las variaciones explicadas se muestran en paréntesis en cada uno de los ejes para 
cada componente principal (PC1 y PC2). En este diagrama, cada punto representa cada 
réplica y la elipse coloreada muestra una región de confianza del 96% de los datos, de 
acuerdo con la supervisión (t0 = tiempo cero (rojo); t12 = 12 hpi (verde); t24 = 24 hpi (azul 
oscuro); t48 = 48 hpi (aguamarina); t96 = 96 hpi (morado). (B) Flavonoides importantes 
clasificados por el sPLS-DA de acuerdo con los puntajes asociados a la influencia de las 
variables (flavonoides anotados) en la proyección (VIP scores). Los números a la izquierda 
corresponden al número asignado en la Tabla 4-1 de anotación de flavonoides. Los 
cuadros de color a la derecha se asocian a la influencia en la discriminación del factor 
evaluado (i.e., tiempos en horas pi) de acuerdo con los valores de abundancia relativa del 
flavonoide detectado en los perfiles metabólicos para cada grupo de estudio. 
Con respecto a los otros tiempos de análisis, es importante comentar que, a las 12 hpi, la 
respuesta se caracteriza por la presencia con mayor influencia de los flavonoides 11 y 16, 
los cuales corresponden a una flavona y un hidroxiflavonol respectivamente, y, a las 24 y 
48 hpi, no se presentan flavonoides con mayor influencia en la discriminación dentro del 
grupo de datos. Finalmente, a las 96 hpi, se encontró que los flavonoides 13, 14 y 15 son 
dos flavonoles y una flavona, siendo este tiempo de particular interés, considerando que 
allí se presenta el mayor incremento al evaluar flavonoides totales (Figura 4-3) y a que se 
presenta la mayor diferenciación con respecto al tiempo (Figura 4-8). Con estos 
resultados, se sugiere que, a este tiempo, la ruta biosintética parece redirigirse hacía la 
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claves en esas re-direcciones. Sin embargo, en un estudio similar en vid (Vitis vinifera L.), 
se presentaron resultados similares, frente a un estrés biotico contra un virus, evidenciando 
que las hojas que fueron sometidas al estrés, tuvieron una modulación a la presencia de 
quercetinas y flavonoles (Gutha, Casassa, Harbertson, & Naidu, 2010). 
Es importante aclarar que esta fase de la investigación permitió encontrar que los cambios 
más significativos se presentan a las 96 hpi. Además, que el uso de controles no 
inoculados a los diferentes tiempos, son necesarios para profundizar en el análisis de los 
compuestos realmente involucrados en resistencia. 
Comparación de flavonoides inducidos por la presencia del patógeno entre 
las variedades a 96 hpi 
Como se comentó previamente, a este tiempo pos-inoculación (96 hpi), se observó que 
hay mayor acumulación de fenoles y flavonoides en la variedad resistente en comparación 
que con las variedades susceptibles (Figura 4-3) y es el tiempo en el que se presentan las 
mayores diferencias en los perfiles de dichos metabolitos (Figura 4-8). Así mismo, en 
reportes previos se ha reportado esta hora como un tiempo importante en la resistencia 
(Ardila, 2013). Por lo tanto, se seleccionó esta hora para identificar cuales posibles 
flavonoides estaban generando dicha respuesta. Por esta razón, se hizo un análisis de 
comparación entre abundancias relativas, donde se comparó el tratamiento inoculado con 
su respectivo control no inoculado al mismo tiempo; esto permitió descontar de manera 
particular el posible efecto de las condiciones ambientales que puede interferir en la 
interpretación de resultados. (Figura 4-9). De acuerdo con este análisis, se observó que 
hay una respuesta por efecto de la inoculación con el patógeno en número importante de 
compuestos de este tipo, tal y como se ha descrito previamente (Ardila et al., 2013; P. Curir 
et al., 2005; Galeotti, Barile, Curir, et al., 2008). 
En los controles no inoculados a las 96 hpi, se evidencian mayores niveles de los 
flavonoides 20, 22, 13,  presentando abundancias relativas superiores a 1, siendo mayores 
a lo encontrado en el tratamiento inoculado, en donde estos mismos flavonoides 
presentaron abundancias inferiores a 0.6. Por lo anterior, estos metabolitos no son de 
interés en este análisis. Esta investigación se enfocó en la búsqueda de aquellos 
compuestos que aumentan sus niveles por efecto de la inoculación con el patógeno. Es 




del tiempo del ensayo, como es el caso del flavonoide 13 (Figura 4-8), lo cual permite 
proponer que efectivamente pueden ser modulados por las condiciones ambientales, edad 
del individuo, y estrés abiótico (Saboora et al, 2013). Esto confirma la necesidad de incluir 
controles no inoculados en cada uno de los tiempos de evaluación.  
 
Figura 4-9 Comparación de abundancias relativas 
en los perfiles cromatograficos de flavonoides más 
contrastantes entre los tratamientos inoculado y 
control a las 96 h pos-inoculación. Resultado de 
comparación mostrado como mapa de calor (rojo 
= mayor abundancia relativa y azul = menor 
abundancia relativa). Los valores en blanco 
representan las abundancias relativas promedio 
dadas por el área bajo la curva de las señales 
(features). Los números a la izquierda 
corresponden al número asignado en la tabla 4-1 
de identificación de flavonoides. Los colores en la 
parte superior representan los tramientos (Control: 
rojo, inoculado: verde) Variedad susceptible.  
 
Por efecto de la inoculación con el patógeno, se encontró que en la variedad resistente se 
presenta la acumulación de los siguientes flavonoides: 19, 9, 21, 23, 7, 4, 12, los cuales se 
caracterizan por ser en su mayoría de tipo flavonol (Figura 4-10). Por lo tanto, se observa 
que, a las 96 h, la ruta biosintética se re-dirige a la síntesis principalmente de este tipo de 
compuestos por efecto de la inoculación con el patógeno. En un estudio previo, Ardila 
(2013) describió que a esta hora la actividad enzimática de la PAL incrementaba con 
respecto al control, lo cual también pude asociarse con el incremento de fenoles a esta 
hora (Figura 4-3). Así mismo, en el estudio de Ardila (2013) se sugirió que la FLS, junto 
con enzimas glicosiltransferasas, pueden ser las más activas a este tiempo, debido a que 
se reportaron flavonoides de tipo flavonol. Por lo tanto, la anotación de flavonoles a las 96 
hpi en presente trabajo está de acuerdo con dicha propuesta planteada previamente. 
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Figura 4-10. Estructuras de los flavonoides anotados que se registran con mayor influencia 
en la discriminación para la variedad resistente luego del sPLS-DA, de acuerdo a los 
puntajes VIP. Los centros quirales señalados están de acuerdo con los más probables de 
acuerdo con reportes de la bibliografía. Anotación a.nivel 3 según la MSI .Isómero correcto 
pendiente por confirmar.19. kaempferol 3-O-[2''-(4'''-acetil-ramnosil)-6''-glucosil-glucósido]. 
9. 3’-O-metil-quercetina 3-[glucosil-(1→6)-galactósido] 7-glucósido. 21. Quercetina 3-[α-L-
arabinopiranosil-(1→6)-(2''-(E)-p-coumaroilglucosido)]. 4. ver Figura 4-7.12. kaempferol 3-
(6''-sinapilglucosil)-(1→2)-galactósido. 
 
Comparación entre variedades a las 96 h pos-inoculación 
Finalmente, se realizó un análisis comparativo que buscaba establecer aquellos 
flavonoides que permitían diferenciar a las dos variedades objeto de estudio (Resistente y 
susceptible) en su respuesta inducible. Es claro que, si bien la variedad resistente presentó 
el valor más alto de contenido de flavonoides totales al comparar con la susceptible (Figura 
4-3) y que se habían determinado que los compuestos 19, 9, 21, 23, 7, 4, 12 estaban 
asociados con este aumento, era necesario establecer si estos mismos compuestos 
permitián discriminar de manera estadística a la variedad resistente inoculada de la 
susceptible. Esta información es importante ya que, si estos mismos compuestos se 
presentan en la variedad susceptible, pueden ser considerados no importantes en la 
respuesta asociada a la resistencia. Para establecer esta comparación, se realizó un PLS-
DA (Figura 4-7) entre los tratamientos inoculados y controles de las dos variedades objeto 






de estudio de manera simultanea; esta aproximación buscaba establecer cuales eran los 
compuestos que permiten discriminar a la variedad resistente inoculada con el fin de 
complementar la lista de compuestos que previamente se habían descrito como 
diferenciadores. A nivel estadístico, era probable que se generaran otros compuestos 
diferentes, al incluir 2 tratamientos adicionales de la variedad susceptible al análisis 
multivariado. De acuerdo con el diagrama de puntajes (Figura 4-11), los 4 grupos 
evaluados se separaron, teniendo en cuenta los flavonoides representados en el diagrama 
de cargas, los cuales corresponden principalmente a flavonoides de la variedad resistente, 
tres del tratamiento control y cuatro del tratamiento inoculado.  
 
Figura 4-11  Diferencias del contenido de flavonoides inducidos (t=96) asociados a las 
variedades, evaluado mediante regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis 
discriminante (PLS-DA). Este análisis se supervisó clasificando el grupo de muestras de 
acuerdo con la variedad en el tiempo 96 hpi. (A) Diagrama de puntajes (Scores plot). Las 
variaciones explicadas se muestran en paréntesis en cada uno de los ejes para cada 
componente principal (PC1 y PC2). En este diagrama cada punto representa cada réplica 
y la elipse coloreada muestra una región de confianza del 96% de los datos, de acuerdo 
con la supervisión (R_c= resistente control (rojo); R_i= resistente inoculado (verde), R-
C=susceptible control (azul oscuro), S-i=susceptible inoculado. (B) Flavonoides 
importantes clasificados por el sPLS-DA de acuerdo con los puntajes asociados a la 
influencia de las variables (flavonoides anotados) en la proyección (VIP scores). Los 
números a la izquierda corresponden al número asignado en la Tabla 4-1 de anotación de 
flavonoides. Los cuadros de color a la derecha se asocian a la influencia en la 
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abundancia relativa del flavonoide detectado en los perfiles metabólicos para cada grupo 
de estudio. 
La variedad resistente inoculada se encuentra estadísticamente discriminada por los 
flavonoides 14, 15, 3 y 5, los cuales corresponden todos a flavonoles (14: flavonol, 15 y 5: 
flavonoles derivados del kaempferol y  3: flavonol, derivado de la quercetina) (Figura 4-
12). De acuerdo con esta evidencia, se comprueba que la inoculación genera un aumento 
en la biosíntesis de metabolitos del tipo flavonol, muy probablemente por la activación de 
la enzima flavonol sintasa. Así mismo, se evidencia que, al menos 2 de los flavonoles 3 y 
5, tienen un patrón de monoglicosilación (posiblemente de tipo 3-OH), indicando que 
durante la respuesta al patógeno tambien se pueden/deben activar enzimas del tipo 3-O-
glicosiltransferasas. 
          
       
Figura 4-12 Estructuras de los flavonoides anotados que se registran con mayor influencia 
en la discriminación para la variedad resistente inoculada en el tiempo 96 hpi (t96) luego 
del sPLS-DA (flavonoides 3 ver en Figura 4-7 y 5 ver Figura 4-6). Los centros quirales 
señalados están de acuerdo con los más probables de acuerdo con reportes de la 
bibliografía. Anotación a nivel 3 según la MSI. Isómero correcto pendiente por confirmar. 
15. 6-Hidroxikaempferol 4'-metil eter 3,7-diramnósido. 
De acuerdo con los resultados encontrados en la etapa anterior, en donde se propuso que 
los compuestos 19, 9, 21, 23, 7, 4 y 12 (Figura 4-9) son los responsables del aumento de 
flavonoides en la variedad resistente a las 96 hpi, se suman ahora los compuestos 3, 5, 14 
y 15 (Figura 4-11). Estos últimos se constituyen en flavonoides de interés y quizá tienen 
un papel importante, dado que permiten discriminar la respuesta de la planta resistente 
con respecto a la variedad susceptible en ese mismo tiempo. De manera general, se debe 
resaltar que estos flavonoides, muchos de ellos flavonoles, se pueden proponen como 
candidatos a fitoalexinas en clavel. No obstante, se requieren de estudios adicionales que 





no se puede descartar que estos compuestos esten involucrados en otros procesos como 
lo actividad antioxidante o la osmoregulación. En cuanto a la actividad antioxidante, se 
puede atribuir principalmente a aquellos compuestos que tengan patrones de hidroxilación 
relacionados con esta actividad biológica, como lo son especialmente las quercetinas. Por 
ejemplo, los flavonoides 9, 21, 3 que, al ser dihidroxilados en en el anillo B, pueden formar 
complejos con Cu y Fe, inhibiendo la generación de ROS por la reacción de Fenton (Agati 
et al., 2012). Así mismo, los flavonoides glicosidados, como todos los que se han descrito, 
tienen la capacidad de donar electrones o átomos para realizar actividad reductora (Agati 
et al., 2012). De igual forma, aquellos flavonoides de tipo glicósido tiene reconocida función 
osmoreguladora para contrarrestar desbalances osmóticos debido a la influencia de 
factores bióticos de naturaleza exógena (Agati et al., 2012; Khlestkina, 2013).  
4.1.3 Niveles transcripcionales de algunas enzimas de la ruta 
biosintética de flavonoides durante la interacción con el 
patógeno 
A nivel transcripcional, se evaluaron los genes codificantes para tres de las enzimas 
principales involucradas en la síntesis de flavonoides: la chalcona sintasa (CHS), la 
chalcona isomerasa (CHI) y el flavonol sintasa (FLS) (Figura 4-13, 4-14 y 4-15). 
Adicionalmente se evaluó el factor de transcripción MYB11 (Figura 4-16).  Esto con el fin 
de determinar si los cambios descritos a nivel de metabolitos usando herramientas 
metabolómicas, estaban relacionados con cambios a nivel de la expresión génica de 
dichas enzimas. Sin duda, uno de los puntos más importantes para confirmar la 
participación de un metabolito en resistencia, es encontrar también una activación 
diferencial de las enzimas de la ruta biosintética durante la interacción con el patógeno  (J. 
B. Harborne, 1990; Dieter Treutter, 2006)  
4.1.3.1 Chalcona sintasa  
 
En el presente estudio se encontró que, en el tiempo 0 hpi (a nivel constitutivo) (Figura 4-
13), no existen diferencias significativas en la transcripción de los genes chs, en las dos 
variedades evaluadas Golem (R) y Mizuki (S). Estos resultados no coinciden con los 
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reportados por Ardila et., al (2013), en donde se reportó que las variedades resistentes 
tienen mayores niveles de transcripción de este gen, al comparar con las variedades 
susceptibles. Sin embargo, es importante citar que la evaluación realizada en dicho estudio 
se llevó a cabo mediante una aproximación absoluta (niveles de mRNA / g material vegetal) 
y no mediante una aproximación relativa como la presentada en el presente estudio 
(relativo a un gen housekeeping), por lo que los resultados no pueden ser comparados.  
En cuanto a los resultados encontrados durante la interacción con el patógeno, se aprecia  
que, a las 12 y 24 hpi, no hay diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, 
a las 48 hpi en la variedad resistente, existe un aumento significativo de casi 20 veces en 
el tratamiento inoculado, al comparar con su respectivo control. El aumento se mantiene 
hasta las 96 hpi. Por lo tanto, se puede deducir que el incremento en la transcripción de 
los genes codificantes para la enzima CHS, a partir de las 48 hpi, en la variedad Golem 
(R), está asociado con la resistencia al patógeno Fod. El aumento en la transcripción de 
esta enzima a las 48 hpi, puede relacionarse con la acumulación de flavonoides a las 96 
hpi (Figura 4-3).   
Este comportamiento contrasta con lo encontrado en la variedad susceptible, donde la 
inoculación con el patógeno generó un aumento a las 48 hpi, de apenas 9 órdenes de 
magnitud con respecto al control, mientras que no se aprecian diferencias significativas a 
las 96 hpi para esta variedad. Es posible también que estos resultados se asocien con los 
niveles de flavonoides descritos para esta variedad a las 48 hpi (Figura 4-2).  
En general, estos resultados confirman que, un aumento en los niveles transcripcionales 
de esta enzima está asociado con resistencia al marchitamiento vascular, tal y como había 
sido previamente reportado por Ardila (2013). Es importante destacar que los incrementos 
de la transcripción en este último estudio ocurren a tiempos más rápidos que las 
variedades aquí presentadas. Es posible que el patógeno sea reconocido más 
rápidamente dependiendo de la variedad usada, la virulencia del patógeno y las 
condiciones ambientales, tal y como ha sido reportado para este modelo planta-patógeno 






 Figura 4-13 (A) Niveles de mRNA para un gen chs que codifica para la enzima CHS, a 
diferentes tiempos pos-inoculación. (B) Relación matemática inoculado/control. Las barras 
de error verticales representan la desviación estándar de cada promedio (n=3). Diferentes 
letras representan diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de Tukey 
En general, el incremento de los niveles transcripcionales de esta enzima está asociada 
con la resistencia a patógenos del genero Fusarium (Dao et al., 2011) y  resultados 
similares se han reportado en otras especies como en soya (Dhawale, Souciet, & Kuhn, 
1989) y el pepino (Fofana et al., 2002).  Otro resultado a destacar es que, a las 96 hpi, los 
niveles de mRNA codificantes para la enzima disminuyen en la variedad susceptible, 
alcanzando valores significativamente inferiores a su control. Esto posiblemente se 
relaciona con la presencia de efectores del patógeno que suprimen la transcripción de esta 
enzima. Para Fusarium oxysporium se ha reportado principalmente las denominadas 
proteínas secretadas en el xilema (SIX) y se han descrito principalmente en el tomate 
(Taken & Rep, 2010). Estudios de las proteínas SIX en tomate han demostrado que son 
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ocurre inmediatamente después de la penetración de la corteza de la raíz (Michielse & 
Rep, 2009; van der Does et al., 2008). Aunque se han descrito diferentes efectores para 
Fusarium sp, aún no se tienen reportes de estas moléculas en el patógeno F. oxysporum 
f.sp. dianthi. 
 
4.1.3.2 Chalcona isomerasa 
 
Para el caso de los niveles de mRNA codificantes para la enzima CHI, los resultados en 
este trabajo muestran que, a nivel constitutivo (tiempo cero), no se aprecian diferencias 
significativas entre ambas variedades (Figura 4-14); un comportamiento similar al 
reportado para el caso de la CHS.   
A nivel inducible, no se aprecian diferencias significativas de los niveles transcripcionales 
a las 12 y 24 h. Sin embargo, a las 48 hpi en la variedad resistente, se registró un aumento 
significativo en la transcripción del gen codificante para esta enzima, siendo de 13 órdenes 
superior a lo encontrado en el control, mientras que, en la variedad susceptible, el cambio 
fue de apenas 3 órdenes. Los resultados para CHI tienen un comportamiento similar a los  
reportados para la CHS, muy probablemente debido a que estas enzimas se organizan en 
un complejo multienzimático lineal que catalizan reacciones secuenciales de esta vía 
(Winkel-Shirley, 2001). Este reporte confirma que el gen chi está en involucrado en 
procesos de resistencia contra Fod en clavel, como se ha reportado previamente (Ardila, 
2013). Sin embargo, los tiempos de incremento de la trascripción del gen chi registrados 
por Ardila. (2013) ocurrieron a las 24 hpi. Esto a lo mejor asociado a lo anteriormente 
descrito para el caso de la CHS, donde las diferencias en genotipos, aislamientos del 
patógeno y condiciones ambientales, generan probablemente dichas diferencias. 
En relación con la actividad enzimática de la CHI reportada por Ardila, (2013), se registró 
un incremento a las 48 hpi, pero asumiendo que los reportes de Ardila, (2013) ocurrieron 
a horas más tempranas, es probable que la actividad enzimática tanto de la CHS y CHI en 
las variedades Golem y Mizuki en este estudio ocurra a las 96 hpi. Este incremento en la 
transcripción del gen chi y posible posterior incremento en la actividad enzimática repercute 






Figura 4-14 (A) Niveles de mRNA para un gen chi que codifica para la enzima CHI, a 
diferentes tiempos pos-inoculación. (B) Relación inoculado/control. Las barras de error 
verticales representan la desviación estándar de cada promedio (n=3). Diferentes letras 
representan diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de Tukey 
4.1.3.3 Flavonol sintasa  
 
La FLS es considerada una enzima de importancia en la biosíntesis de flavonoides (Stich, 
Eidenberger, & Wurst, 1992; F. Xu et al., 2012). Teniendo en cuenta que previamente se 
anotaron principalmente flavonoides de tipo flavonol en el estudio metabolómico (tabla 4-
2) y que, de acuerdo con estudios previos, se han reportado varios flavonoides de tipo 
flavonol asociados a resistencia (Curir et al, 2001), esta enzima puede tener un potencial 
rol en la resistencia de clavel a Fod. Sin embargo, no ha sido estudiada previamente en el 
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Dca12008.1 que codifica para la enzima FLS a diferentes hpi, cuyos resultados se 
presentan en la Figura 4-15. 
 
A nivel constitutivo, se encontraron diferencias en los niveles transcripcionales del gen 
Dca12008.1en la variedad resistente, siendo estos significativamente mayores al comparar 
con la variedad susceptible. Los altos niveles transcripcionales del gen fls en las 
variedades resistentes se puede asociar con la diversidad y el alto contenido de flavonoles 
descritos previamente en esta investigación en la variedad resistente (Figura 4-6). La 
relación de la transcripción de genes codificantes para FLS con la acumulación de 
flavonoles se ha descrito también en otras especies como la uva (Downey, Harvey, & 
Robinson, 2003)  
 
Durante la inoculación con el patógeno Fod, en ambas variedades estudiadas, se observó 
un incremento significativo de los niveles transcripcionales a las 24 hpi a nivel de la raíz. 
En la variedad resistente, fue de 5 órdenes superiores a lo encontrado en el control y, en 
la variedad susceptible, se presentó un incremento de 2 órdenes superiores a lo observado 
en su respectivo control. En trigo se demostró que a las 12 y 24 de exposición a un estímulo 
(en tal caso, la luz), un gen del tipo fls incrementaba sus niveles transcripcionales, un 
resultado similar al presentado en este trabajo (Dongyun Ma, Sun, Wang, Li, & Guo, 2014) 
Luego, a las 48 hpi, en la variedad resistente, los niveles transcripcionales del gen 
evaluado vuelven a su estado basal, mientras que, en la variedad susceptible, la 
transcripción decrece por debajo de su control. Finalmente, se aprecian incrementos a las 
96 hpi únicamente en la variedad resistente. Dicho comportamiento fue similar al reportado 
para esta enzima en diferentes variedades de manzana (Venisse, Malnoy, Faize, Paulin, 
& Brisset, 2002) y en uva (Liu, Gregan, Winefield, & Jordan, 2014). 
El incremento de la transcripción del gen Dca12008.1, codificante para una FLS, en un 
tiempo más temprano que para los genes chs y chi, a las 24 hpi, se puede asociar con una 
respuesta temprana de flavonoides de tipo flavonol que, debido a su función antioxidante, 
respondan rápidamente al incremento de especies reactivas de oxígeno (e.g., derivados 
de H2O2) que ocurre por el reconocimiento del patógeno. Estudios previos en el modelo, 




24 hpi, los flavonoles tienen una función asociada principalmente a la actividad antioxidante 
(Vanegas, 2019) 
Posteriormente, a las 96 hpi, en la variedad resistente, se describe un incremento 
nuevamente de la transcripción de Dca12008, asociado a la presencia de flavonoles en 
este tiempo (Figura 4-3). Por otro lado, en la variedad susceptible, la transcripción de este 
gen reporta valores inferiores al control, esto probablemente asociado a la presencia de 




Figura 4-15 (A) Niveles de mRNA para el gen Dca12008.1 que codifica para la enzima 
FLS, a diferentes tiempos pos-inoculación. (B) Relación inoculado/control. Las barras de 
error verticales representan la desviación estándar de cada promedio (n=3). Diferentes 
letras representan diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de Tukey 
Tenido en cuenta los niveles transcripcionales descritos, de los genes chs, chi y fls, en las 
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observa que la regulación de los flavonoides a nivel transcripcional se da en tres etapas. 
La primera, a las 24 hpi, donde se promueven incrementos de la transcripción del gen 
Dca12008.1. La segunda, a las 48 hpi, se define por una mayor actividad en la transcripción 
de los genes chs y chi. Lo anterior es consistente con el aumento del contenido total y 
abundancia relativa de dichos compuestos a las 96 hpi, como parte de la tercera etapa, 
especialmente en la variedad resistente. 
4.1.3.4 Factor de transcripción MYB11 
 
Finalmente, se estudiaron los niveles transcripciones de factor de transcripción MYB11 
(Figura 4-16). Este factor de transcripción se describió en plantas modelo como 
Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum y se ha caracterizado por estar involucrado en 
la expresión de genes biosintéticos involucrados en la biosíntesis de flavonoides (Dubos 
et al., 2010; Pandey, Misra, & Kumar, 2015). En clavel, se determinó un gen homólogo a 
AtMYB11 por alineamiento de secuencias (blast) obteniendo el gen (Dca26277.1), que 
también codifica para un factor de transcripción MYB. Por lo tanto, los resultados aquí 
presentados constituyen un importante reporte a nivel de la biosíntesis de flavonoides en 
clavel, porque sería la primera vez que se describe la respuesta transcripcional de este 
factor de transcripción en clavel en interacción con Fod. Estos resultados se presentan en 
la Figura-4-12. 
A nivel constitutivo, se observó que no existen diferencias significativas entre las dos 
variedades evaluadas. Estos resultados se asocian al hecho que, al no haber un estímulo, 
la planta funciona a niveles basales, es decir, no se requiere sintetizar más factores de 
transcripción. Se deben realizar estudios adicionales que permitan determinar si la 
expresión constitutiva evaluada mediante cuantificación absoluta puede generar 
resultados diferentes.  
Por efecto de la inoculación con el patóge|no se aprecia que, a las 12 hpi, hay un 
incremento significativo de la transcripción en la variedad resistente, siendo de 2 órdenes 
superiores a lo encontrada en el control y nuevamente se registra un incremento, a las 48 
hpi, de 3 órdenes con respecto a su control. En el modelo maíz- F. verticullioides, se 




hpi, en las variedades (susceptible y resistente) (Lanubile, Bernardi, Battilani, Logrieco, & 
Marocco, 2012). Por el contrario, en la variedad susceptible, no se aprecian incrementos a 
ningún tiempo. Por lo tanto, es probable que la expresión del gen Dca26277.1 esté 
asociado a la expresión de resistencia al patógeno causal del marchitamiento vascular 
Fod. Previamente, Liu et al (2016) describieron, en el modelo tomate–F oxysporum sp. 
lycopersicum, que el incremento del factor de transcripión MYB favorece la resistencia al 
patógeno. Así mismo, se registraron mayores niveles transcripcionales de MYB en maíz 
en la variedad resistente que en la susceptible a F. verticullioides (Lanubile et al., 2012). 
 
 
Figura 4-16 (A) Niveles transcripcionales de Dca26277.1 que codifica para un factor MYB, 
a diferentes tiempos pos-inoculación. (B) Relación inoculado/control. Las barras de error 
verticales representan la desviación estándar de cada promedio (n=3). Diferentes letras 
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En Arabidopsis, el factor de transcripción AtMYB11, cuyo gen se estima es homólogo al 
gen Dca26277.1, activa junto con otros tres factores de transcripción, la transcripción en 
paralelo de los genes chs, chi, f3h y fls (Stracke et al., 2010). Por lo tanto, es probable que, 
en el clavel, el factor de transcripción codificado por el gen Dca26277.1, esté también 
involucrado en estos mismos procesos de regulación de la transcripción para este tipo de 
genes.  
De acuerdo con los resultados presentados en este trabajo, sobre los niveles 
transcripcionales de los genes codificantes para las enzimas CHS, CHI y FLS, así como lo 
encontrado para el factor de transcripción MYB11 en clavel, es posible observar que 
efectivamente esta última proteína esta asociada a un aumento en la biosíntesis de 
flavonoides en el clavel. Esta propuesta también coincide con los tiempos en donde se 
presentó el aumento en los niveles de mRNA por presencia del patógeno; es probable que 
la activación de la transcripción de Dca26277.1 a las 12 hpi, genere un aumento en los 
niveles de la proteína MYB11, la cual en su momento puede afectar la transcripción de fls 
a las 24 hpi, y posiblemente de chs y chi a las 48 hpi. Finalmente, a las 48 hpi nuevamente 
va a ocurrir una activación de la transcripción de Dca26277.1, que generaría el aumento 
descrito en la transcripción para el gen fls. En conjunto, estos resultados transcripcionales 
se relacionan con incrementos en el contenido total de flavonoides (Figura 4-3). 
Así mismo, se evidenció que la acumulación de los flavonoides a las 96 hpi se relaciona 
con el incremento transcripcional de las enzimas CHI, CHS y FLS. Previamente en otros 
modelos, se han descrito comportamientos similares. Por ejemplo, en trigo se demostró 
que el incremento transcripcional de estas enzimas (y otras importantes) favoreció la 
acumulación de flavonoides durante procesos de estrés biotico y abiótico (Dongyun Ma et 
al., 2014). En mango también se demostró que el incremento transcripcional de las 
principales enzimas de la ruta de los fenilpropanoides favorece la acumulación de 
flavonoides (Hoang et al., 2015). 
Análisis de correlación de Pearson  
Por último, se evaluaron las posibles correlaciones estadisticas entre los parámetros 
asociados a la biosíntesis de flavonoides que fueron evaluados en la presente 




la acumulación de estos compuestos en el clavel durante la inoculación con el patógeno y 
tener más información sobre las posibles relaciones causa-efecto. Para esto se hizo un 
análisis de correlación de Pearson (Tabla 4-2), encontrando que existe una tendencia a 
correlación positiva entre las variables contenido total de flavonoides (Ct_FLV) y los niveles 
transcripcionales de chs (coeficiente de 0.56 con α=0.05). Así mismo, se encontró que 
existe una relación positiva entre los niveles transcripcionales de chi y chs (correlación de 
0.95), lo cual había sido previamente reportado por Ardila et al 2013. Finalmente, se 
determinó también que la acumulación de mRNA codificante para el factor MYB11, podría 
estar correlacionada con los niveles transcripcionales de los genes chs y chi; fenómeno 
previamente descrito en otras especies vegetales (Vom Endt, Kijne, & Memelink, 2002), 
especialmente en Arabidopsis, donde se ha demostrado la regulación positiva de estos 
genes por el factor de transcripción MYB11 (Patra, Schluttenhofer, Wu, Pattanaik, & Yuan, 
2013). Así mismo, este mismo gen se estudio en tabaco demostrando su papel como 
regulador de los genes chs, chi y fls, principalmente de chs y fls (Pandey et al., 2015). 
Tabla 4-2 Coeficientes de correlación de Pearson entre los parámetros asociados a la 
biosíntesis de flavonoides que fueron evaluados 
  ct_FLV mRNA-chs mRNA-chi mRNA-fls mRNA-myb 
ct_FLV 1         
mRNA-chs 0,56 1       
mRNA-chi 0,34 0,95 1     
mRNA-fls 0,45 -0,018 -0,18 1   
mRNA-myb 0,28 0,63 0,56 0,27 1 
Ct_FLV: contenido total de flavonoides, CHS: chalcona sintasa, CHI: chalcona isomerasa, 
FLS: flavonol sintasa, MYB: factor de transcripción 
Estos resultados permiten comprobar que varios de los factores evaluados en el presente 
estudio están asociados entre si y que, efectivamente, existe una respuesta coordinada 
asociada con la presencia del patógeno, que involucra la acumulación de flavonoides, tal 
y como había sido reportado en estudios previos (Ardila et al, 2013).  
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4.1.4 Consideración general del papel de los flavonoides en el 
clavel durante la interacción con el patógeno causal del 
marchitamiento vascular (Etapa 1) 
Es evidente que esta fase del estudio permitió conocer más acerca de la respuesta 
bioquímica y molecular asociada con la resistencia al patógeno. La aproximación de 
metabolómica dirigida permitió profundizar en el posible rol de los metabolitos de tipo 
flavonoide que estarían involucrados en la resistencia del clavel. De igual manera, la 
evaluación de los niveles de mRNA para diferentes proteínas permitió comprobar que la 
estimulación de la ruta esta también asociada con resistencia.  
En primer lugar, a nivel constitutivo en raíces de la variedad resistente, se evidencian  
valores superiores de fenoles y flavonoides totales, debido principalmente a la acumulación 
de los flavonoides 2, 5, 6, 8, 9, 10, indicando un posible papel de estos compuestos en la 
resistencia pasiva del patógeno. Así mismo, a este mismo nivel, se evidencia que existen 
mayores niveles transcripcionales para el gen Dca12008.1, el cual codifica para la enzima 
flavonol sintasa, lo cual esta relacionado con la naturaleza estructural de los flavonoides 
encontrados a dicho nivel en la variedad resistente.  
A su vez, durante la interacción con el patógeno, se encontró que los niveles 
transcripcionales de las enzimas CHS, CHI, FLS están asociados con la resistencia al 
patógeno. Igualmente, se pudo apreciar una potencial regulación de la transcripción de las 
enzimas CHS y CHI mediada por el factor transcripción MYB11, debido a la correlación 
estadística positiva encontrada. Estos cambios a nivel bioquímico, sin duda, generan las 
variaciones correspondientes asociadas con el aumento en la producción de flavonoides 
de tipo flavonol. 
Las consideraciones generales de esta etapa servirán como línea base para determinar el 
posible efecto de potencialización de la respuesta, por la aplicación de elicitores de origen 




4.2 Efecto de la elicitación con Fod en la biosíntesis de 
flavonoides en clavel 
En la etapa anterior se presentaron algunos de los aspectos que son considerados 
centrales en la respuesta de las plantas de clavel con respecto a la biosintesis de 
flavonoides. Esto constituye un punto de referencia que permitirá determinar en la presente 
etapa, como se afectan dichos aspectos por efecto de la aplicación de un elicitor de origen 
biótico. Esta información es importante, pues la inducción de resistencia a patógenos por 
la aplicación de estimulos previos, puede generar respuestas bioquímicas asociadas con 
resistencia dentro del fenómeno conocido como priming (Capitulo 2, numeral 2.1.1). Es 
por ello que los resultados presentados a continuación, buscan caracterizar esta potencial 
respuesta en el clavel, haciendo énfasis principalmente en la variedad susceptible. Para 
esta variedad, como se evidencia a continuación, efectivamente se presenta un proceso 
de inducción de resistencia por la aplicación del elicitor objeto de estudio. 
4.2.1 Evaluación del efecto de la aplicación del elicitor en la 
severidad de la enfermedad 
Para el segundo ensayo in vivo de elicitación y posterior inoculación de la variedad 
susceptible, se dispusieron los cuatro tratamientos descritos en la sección de metodología 
(Sección 3.3). Es importante recordar que los tratamientos E0C y E0I fueron los controles 
del ensayo, ya que se sometieron a condiciones similares de manipulación y se trataron 
con agua en lugar del elicitor. Tambien es central recordar que se dejaron por 144h y se 
procedió a realizar la inoculación en los respectivos tratamientos que así lo requerían. Por 
lo tanto, todos los tiempos que se presentan en esta sección hacen referencia a horas   
posinoculación, pero que le preceden 144h de elicitación. 
Como un primer acercamiento al proceso de elicitación, a los cuatro tratamientos se les 
hizo un seguimiento durante siete semanas pos-inculación, evaluando la incidencia y 
severidad de la enfermedad, con el fin de verificar que el proceso de elicitación favorece 
la reducción de los síntomas de la enfermedad en la planta, tal y como se ha descrito por 
parte del grupo de investigación Estudio de Actividades Metabólicas Vegetales de la 
Universidad Nacional de Colombia, en otras tesis de Doctorado y Maestría que están en 
simultaneo desarrollo.  
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Los resultados de severidad se presentan en la Figura 4-17. Se observa que, a las seis 
semanas, las plantas inoculadas que no fueron tratadas con el elicitor (E0I), presentaron 
los valores más altos de severidad, en comparación con los demás tratamientos. Por el 
contrario, para el caso de las las plantas inoculadas previamente elicitadas (E1I), no hubo 
un incremento en la severidad, indicando que efectivamente el elicitor actúa como un 
inductor de resistencia al marchitamiento vascular. Finalmente, a siete semanas se 
evidencia un incremento de la severidad en las plantas inoculadas previamente elicitadas 
(E1I), siendo de todas maneras menor, estadísticamente hablando, a lo encontrado en el 
tratamiento no elicitado (E0I).  
Aunque se evidencia un efecto en la disminución de la severidad en las plantas por efecto 
de la elicitación, es claro que esta respuesta, de todas maneras, se puede considerar como 
alta a 7 semanas postinoculación, siendo superior al 0.5. Sin embargo, es importante 
destacar que, durante los ensayos de inoculación, las plantas son expuestas a 
concentraciones altas de conidos del patógeno directamente en la raíz (1x106 conidios/mL) 
y una dosis adicional en el sustrato (1x103 conidios/mL), con el fin de asegurar la infección, 
los cuales son valores altos que no se encuentran normalmente en las condiciones 
normales de cultivo.  
 
Figura 4-17 Índice de severidad de la enfermedad con el paso del tiempo. Las barras de 
error verticales representan la desviación estándar de cada promedio (n=3). Letras sobre 
las barras representan diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo con la prueba de 
Tukey. E0C: control absoluto, E0I: plantas inoculadas, E1C: plantas elicitadas control y 





































Para efectos de la aplicación de este inductor, como alternativa para el control de la 
enfermedad en campo, sin duda se requieren de estudios futuros que permitan seleccionar 
las condiciones particulares para su utilización en campo, como lo es, por ejemplo, el 
número de aplicaciones y la concentración del elicitor, lo cual no fue objeto del presente 
trabajo. 
4.2.2 Fase de sensibilización 
Se ha propuesto que la inducción de resistencia asociada al proceso de priming consta de 
dos etapas; la fase de sensibilización y la fase de desafío (Figura 2-1). La fase de 
sensibilización es una etapa definida por la presencia solamente del estímulo (Balmer et 
al, 2015), y se incluyen todos los cambios que ocurren en la planta después de la 
percepción del estímulo (Mauch-Mani, Baccelli, Luna, & Flors, 2017). En este caso, la 
aplicación solamente del elicitor de origen biológico en el sustrato previo a la siembra de 
los esquejes. Es importante comentar que las condiciones de elicitación han sido puestas 
a punto en un trabajo previo de Doctorado que se encuentra en desarrollo y que, producto 
de este, se determinó que, a las 144 horas posteriores a la elicitación, se presenta un 
aumento significativo en los niveles constitutivos de compuestos fenólicos y flavonoides a 
nivel de raiz (resultados no publicados a la fecha). A continuación, se presentan los 
resultados del análisis a este tiempo pos-elicitación, enfocados principalmente en la 
biosíntesis de flavonoides 
4.2.2.1 Fenoles y flavonoides totales 
Inicialmente se muestran los resultados del contenido de fenoles y flavonoides totales en 
muestras control y muestras elicitadas, a las 144h pos-elicitación, que corresponden a las 
0 horas pos-inoculación (Figura 4-18). Estos resultados evidencian que, en concordancia 
a lo que se había visto previamente, tanto los fenoles como los flavonoides totales, 
aumentaron significativamente en este tiempo con respecto a su control. Estos resultados 
muestran que el metabolismo de los fenoles y flavonoides en el clavel se ve también 
estimulado por el proceso de elicitación, muy probablemente por un aumento en los niveles 
de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), tal y como ha sido reportado previamente en 
este modelo por la presencia del elicitor (Ardila, Baquero & Martinez, 2007). Estudios 
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previos en otros modelos han evidenciado que la PAL se induce como respuesta a la 
aplicación de inductores en plantas de perejil y de Arabidopsis, lo que a su vez ocasiona 
la acumulación de compuestos fenólicos y flavonoides (U. Conrath, Thulke, Katz, 
Schwindling, & Kohler, 2001). Probablemente en clavel, esta enzima también se vea 
activada por el elicitor biológico aplicado y esto este asociado al incremento de compuestos 
fenólicos. La inducción de otras enzimas asociadas a la síntesis de fenoles y de flavonoides 
específicamente, esta probablemente asociada a este aumento de metabolitos, lo cuál se 
presentará y describirá mas adelante.  
 
Figura 4-18 Efecto de la elicitación en la variedad susceptible en el contenido de fenoles 
totales (A) y flavonoides totales (B). Las barras de error verticales representan la 
desviación estándar de cada promedio (n=3). Diferentes letras representan diferencias 
significativas (p<0.05) por la prueba de Tukey. E0C1: Sin elicitación control, E1C1: 
elicitación a las 144 horas 
4.2.2.2 Descripción de flavonoides asociados al proceso de elicitación   
Como se presentó previamente, la elicitación genera una acumulación significativa de 
fenoles y flavonoides totales a nivel de la raíz de la planta a las 144 hpe. A continuación, 
se presentan cuáles son los posibles flavonoides involucrados en esta respuesta, de 
acuerdo con el análisis dirigido, mediante perfilado metabólico usando sPLS-DA (Figura 








































































































flavonoides no anotados previamente, pero que tienen relevancia estadística en la 
elicitación (Tabla 4-2)  
En los resultados obtenidos por el análisis por sPLS-DA, se observó en el diagrama de 
puntajes (scores plot), una separación dada por los tratamientos evaluados. Esta 
separación de grupos se observa en el diagrama de cargas (loadings plot), que está dada 
en su totalidad por flavonoides en las muestras elicitadas que, con excepción de la flavona 
18 y la flavanona 27, son flavonoles, siendo más abundantes aquellas que presentan 
kaempferol como aglicona (12, 26, 28 y 30) y tres quercetinas (25, 6, 21). Por lo tanto, de 
acuerdo con estos resultados, se evidencia que la presencia del elicitor favorece que, la 
ruta biosintética de los flavonoides, se redirija principalmente hacia la síntesis de 
flavonoles. Reportes similares se describieron para Dionaea muscipula, donde se describe 
que el empleo de un inductor de resistencia de origen biotico, presentó mayor acumulación 
de flavonoides, especialmente quercetinas y kaempferoles (Krolicka et al., 2008).  
 
Figura 4-19. Diferencias del contenido de flavonoides inducidos por la elicitación (t=144 
hpe), asociados a los tratamientos evaluados mediante regresión de mínimos cuadrados 
parciales dispersos con análisis discriminante (sPLS-DA). Este análisis se supervisó 
clasificando el grupo de muestras de acuerdo con la variedad en el tiempo 0. (A) Diagrama 
de puntajes (Scores plot). Las variaciones explicadas se muestran en paréntesis en cada 
uno de los ejes para cada componente principal (PC1 y PC2). En este diagrama cada punto 
representa cada réplica y la elipse coloreada muestra una región de confianza del 96% de 
los datos, de acuerdo con la supervisión (C = Control (rojo); E = Elicitado (verde). (B) 
Flavonoides importantes clasificados por el sPLS-DA de acuerdo con los puntajes 
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(Loadings). Los números a la izquierda corresponden al número asignado en la Tabla 4-1 
y Tabla 4-2 de anotación de flavonoides. Los cuadros de color a la derecha se asocian a 
la influencia en la discriminación del factor evaluado (i.e., variedad) de acuerdo con los 
valores de abundancia relativa del flavonoide detectado en los perfiles metabólicos para 
cada grupo de estudio. 
 
Tabla 4-3 Anotación de señales (dirigido a flavonoides) de los perfiles metabólicos de 
clavel de manera constitutiva e inducible, derivado del ensayo de elicitación. R: resistente 
y S: susceptible. El número (#) de cada flavonoide es dado por su orden de aparición en 









































29 53.0 855.2878 
214,233, 
275,346 
Flavonolc C46H47O16 -1.64 







31 39.5  867.2556 
214,235, 
277,356 
Flavanolc  C46H43O17 -6.46 
32 30.0 945.2618 
214,232, 
282,323 
Flavonac  C51H45O18 -1.27 
33 39.2 687.2726 
214,232, 
272,348 
Flavanolc  C28H47O19 -2.04 






galactósido] 7-galactósido  
C39H50O20 -2.15 







36 53.4 841 
214,233, 
296,324 




aIdentificación a nivel 3 (anotación) según la MSI; para los compuestos no descritos o no 
incorporados a las bases de datos, se hizo una aproximación estructural teniendo en 
cuenta las longitudes de onda de máxima absorción en el espectro UV (Feng, Hao, & Li, 
2017); bFórmula molecular del compuesto anotado [M], deducido del aducto [M-H]-; 
ccompuesto no anotado por HRMS, cuyo tipo de flavonoide se dedujo de los datos del 
espectro UV.  
 
Se destaca que los flavonoides 6, 21 y 18, se habían descrito previamente en la variedad 
resistente a nivel constitutivo principalmente, lo que indica que, en la variedad susceptible 
durante el proceso de inducción de resistencia, se pueden sintetizar flavonoides, 
posiblemente relacionados con resistencia a la enfermedad. Existe un reporte similar en 
Zantedeschia aethiopica, donde se describió que los flavonoides que incrementaron por la 
presencia de un elicitor tenían, especialmente, actividad antimicrobiana (Luzzatto et al., 
2007). 
Los flavonoides anotados presentes en los perfiles metabólicos de las muestras obtenidas 
luego del ensayo de elicitación, se caracterizan principalmente por ser flavonoles y ser 
glicosilados, principalmente, diglicósidos (Figura 4-20). No obstante, también es de anotar 
la presencia de sustituciones (esterificaciones) con unidades C6C3 (como sinapil y p-
coumaroil) en los residuos glicónicos. Reportes similares se describieron en Zantedeschia 
aethiopica, donde la elicitación favoreció la síntesis de flavonoides de tipo flavonoil-O-



















40 36.0 877 
214,232, 
280,327 
Flavonac C49H33O16 -8.66 






88 Efecto de la Aplicación de Elicitores de Origen Biótico en la Biosíntesis de 
Flavonoides en Clavel (Dianthus caryophyllus L) Durante la Interacción 
con Fusarium oxysporum f sp. dianthi 
Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
glicosidados (Luzzatto et al, 2007). Por lo tanto, parece que la aplicación de elicitores de 
origen biótico en el clavel, favoce también la biosintesis de este tipo de compuestos. 
        
Figura 4-20 Estructuras de principales flavonoides anotados que se registran con mayor 
influencia en la discriminación de los tratamientos del ensayo de elicitación para la variedad 
susceptible luego del sPLS-DA. Anotación a nivel 3 según la MSI. Isómero correcto 
pendiente por confirmar.  12. Figura 4.10 25. quercetina 3-(6''-sinapilglucosil)-(1→2)-
galactósido. 26. 6-Metoxikaempferol 3-(6''-acetilglucósido). 21. Figura 4.10. 
4.2.2.3 Niveles transcripcionales de las principales enzimas de la biosíntesis 
de flavonoides 
 
Con el fin de profundizar sobre esta respuesta bioquímica, se determinó tambien si, 
durante el reconocimiento del inductor, se afectaba la expresión de los genes codificantes 
para enzimas asociadas a la biosíntesis de flavonoides y el factor MYB11 (Figura 4-21). 
Se encontró que los niveles transcripcionales de las enzimas CHI, CHS y del factor de 
transcripción MYB11 incrementaron significativamente respecto a su respectivo control en 
el tiempo pos-elicitación evaluado. Es interesante resaltar que los valores más altos de 
expresión se encontraron para los genes codificantes para la enzima CHI. Esto 
posiblemente se asocia a que esta enzima sea la encargada de catalizar la isomerización 
que permite generar los esqueletos fundamentales de los flavonoides. Por otro lado, a 
pesar de que los niveles transcripcionales de la enzima FLS presentan una aparente 
disminución de la expresión, no se observan diferencias significativas con respecto a su 
control en el tiempo evaluado. Además, aunque no se evidencia un incremento en la 
transcripción del gen fls evaluado, es probable que tenga una buena actividad enzimática, 






flavonol, aunque se hizo evidente la presencia, no significativa, de compuestos de tipo 
flavona (Figura 4- 15) (Andersen & & Markham,2005). En este aspecto, se requieren 
estudios adicionales que permitan determinar cuáles son los mecanismos de regulación 
que se estarían presentando, en este caso, para esta enzima. Es importante recordar que 
diferentes estudios han reportado que la regulación, a nivel transcripcional ,solo se 
presenta aproximadamente para el 30% de proteínas en eucariotes (K. Chen & Rajewsky, 
2007; Wray et al., 2003). 
 
Figura 4-21 Niveles transcripcionales de los genes chs, chi, fls y myb, a las 146 hpe. Las 
barras verticales representan la desviación estándar de cada promedio (n=3). Diferentes 
letras representan diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de Tukey E0C1: Sin 
elicitación control, E1C1: elicitación a las 144 horas 
 
En cuanto a la transcripción del gen codificante para el factor  MYB11, se encontró que la 
elicitación aumentó significativamente sus niveles al comparar con su control no elicitado. 
Posiblemente, el incremento en los niveles de este factor de transcripción esté relacionado, 
en el clavel, con el aumento de la transcripción de las enzimas CHS y CHI, tal y como ha 
sido reportado para otras especies vegetales (Pandey et al., 2015). Esta hipótesis estaría 
además soportada por las correlaciones estadísticas encontradas durante la interacción 
con el patógeno (Tabla 4-2). 
Por otro lado, Conrath et al (2006) sugieren que durante el proceso de sensibilización se 
aumentan los niveles de factores de transcripción cruciales en procesos de defensa. Con 
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sucediento en el clavel. Es decir, un posible efecto de priming como respuesta a la 
aplicación del elicitor, como parte de un proceso inductor de resistencia. 
Adicionalmente, es posible que, durante este proceso de sensibilización, también se 
presente la activación de la transcripción de otras proteínas involucradas en defensa como 
son las PRs, o las asociadas a la biosíntesis de ácido salicílico o etileno, entre otras 
(Martinez-Medina, 2016). Es por ello que la inducción de resistencia al marchitamiento 
vascular del clavel se deba complementar con otros estudios usando otras aproximaciones 
holísticas, como la proteómica o la transcriptómica, que permitan profundizar y conocer 
más sobre los fenómenos bioquímicos involucrados.   
4.2.3 . Fase de desafío con el patógeno Fusarium oxysporum f. sp. 
dianthi 
La presente etapa de la investigación corresponde al desafío, en la cual, después de la 
fase de sensibilización de la variedad Mizuki (S) usando el elicitor de origen biótico, se 
procedió a inocular las plantas con el patógeno causal del marchitamiento vascular. Se 
realizaron muestreos a horas tempranas postinoculación (12, 24, 48 y 96 hpi), siendo estos 
los mismos tiempos que habían sido evaluados previamente durante la la etapa 1 del 
estudio. De esta manera, se buscaba determinar como la elicitación afectaba la respuesta 
bioquímica asociada a la biosíntesis de flavonoides en la variedad susceptible, teniendo 
como punto de referencia, lo previamente encontrado (Numeral 4.1). A continuación, se 
presenta los resultados obtenidos.  
4.2.3.1 Fenoles y flavonoides totales 
En cuanto a los niveles de fenoles totales (Figura 4-22A) se determinó que, para todos los 
tiempos evaluados, no se presentaron diferencias significativas entre el tratamiento 
elicitado (E1C) con respecto a su control (E0C).  Esto nos indica qué al parecer, la 
respuesta encontrada a las 144 hpe, no es sostenida durante los demás tiempos 
evaluados.  Estos resultados eran de esperarse pues en un estudio paralelo se había 
demostrado que esta respuesta es bastante dinámica y luego de las 144 hpe, la 




Por otro lado, en los tratamientos sin elicitación, no existen diferencias significativas entre 
tratamientos para ningún tiempo evaluado, lo que indica que la inoculación con el patógeno 
no genera un aumento de estos compuestos. Estos resultados son consistentes con los 
encontrados en el primer ensayo in vivo (Figura 4-3), donde la variedad susceptible no 
presentó un aumento significativo en los fenoles totales por efecto de la inoculación. Sin 
embargo, es importante mencionar que en este tipo de interacciones planta-patógeno 
donde existe una resistencia multigénica, en muchos casos la respuesta asociada a la 
resistencia no es consistente; cambios en las condiciones ambientales pueden generar 
cambios en la resistencia y por tanto en este tipo de respuestas. Es probable que al realizar 
estos ensayos en diferentes épocas del año donde las condiciones ambientales pueden 
cambiar, se generen dichas respuestas diferenciales y por esta razón las comparaciones 
entre estos dos ensayos in vivo se deben hacer con cuidado. 
Por otro lado, en el caso de los flavonoides totales se determinó un comportamiento distinto 
al encontrado para fenoles totales (Figura 4-22B); fue evidente que la elicitación si 
potencializo la biosíntesis de flavonoides por respuesta al patógeno a las 48 hpi cuando se 
compara con el tratamiento sin elicitar; los tratamientos elicitados inoculados (E1I) fueron 
superiores estadísticamente a los inoculados que no fueron sometidos a elicitación (E0I) 
en dicho tiempo. Con estos resultados, se observó que las plantas tratadas con el elicitor 
de origen biótico (E1I), presentaron una respuesta mucho más rápida frente a la 
inoculación con el patógeno, que aquellas plantas que no habían sido tratadas (E0I), lo 
que nos permite proponer que efectivamente la respuesta asociada a la inducción de 
resistencia involucra  la acumulación de estos compuestos, en un proceso bioquímico 
asociado a priming, tal y como ha sido reportado por otros autores en otras especies 
vegetales (Balmer et al,  2015).  
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Figura 4-22 Efecto de la elicitación en variedad susceptible frente al ataque con patógeno 
en los niveles de fenoles totales (A) y flavonoides totales (B) presentes en clavel. Las 
barras de error verticales representan la desviación estándar de cada promedio (n=3). 
Letras sobre las barras representan diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo con la 
prueba de Tukey. E0C: Sin elicitación control, E0I: Sin elicitación Inoculado, E1C: 
Elicitación control, E1I: Elicitado Inoculado.  
 
Si bien es cierto que al comparar con la Figura 4-3, en esta variedad susceptible se había 
presentado un aumento significativo en estos compuestos también a las 48 hpi, es 
importante no olvidar las restricciones que se tienen cuando se comparan ensayo in vivo 
realizados en diferentes épocas del año; es por ello que es obligatorio contar con los 
controles correspondientes, que se deben evaluar de manera simultanea con los 




































































































































4.2.3.2 Modulación de flavonoides en muestras elicitadas inoculadas  
De acuerdo con los resultados encontrados hasta este punto, se había determinado que 
el  proceso de elicitación había potencializado la respuesta de la variedad susceptible a 
las 48 hpi. Sin embargo, se desconocían cuales eran los flavonoides que aumentaban 
durante este proceso en las muestras elicitadas inoculadas; era de particular interés 
conocer cuales eran las características estructurales de estos compuestos para de esta 
manera sugerir, que puntos de la ruta de biosíntesis se potencializaban durante este 
proceso. Es por ello por lo que todas las muestras elicitadas inoculadas, se compararon 
de manera preliminar con el control elicitado (E1C) a las 0 hpi; este análisis se llevó a cabo 
sin incluir los controles no inoculados, pues solamente se quería verificar si efectivamente 
a 48hpi, tal y como sugeria el análisis espectrofotométrico (Figura 4-22), se presentaban 
los mayores cambios en la composión metabolica por efecto del proceso elicitación-
inoculación. 
Con tal fin se hizo un análisis de mínimos cuadrados parciales dispersos (sPLS), los 
resultados se muestran en la Figura 4-23. Es posible apreciar en el diagrama de cargas 
que, los datos obtenidos a las 0 y 12 hpi, son los más parecidos entre si, pues no presentan 
diferencias significativas entre ellos. Por otro lado, se destaca que las muestras de las 24, 
48, y 96 hpi están separadas de este primer grupo y que, a su vez, los tiempos 24h y 96h 
no están relacionados entre ellos, pero si relacionados con el grupo a 48 hpi, es decir, que 
estos dos tiempos difieren entre sí, pero comparten presencia y/o abundancia de algunos 
flavonoides con el grupo a 48 hpi.  
Los flavonoides con mayor influencia en la discriminación, como se esperaba, se 
presentaron principalmente a las 48 hpi (32, 31, 15,  33 y 35). Si bien dichos compuestos 
son, en su mayor parte de tipo flavonol, se resalta el compuesto 15, el cual corresponde a 
una flavona, que había sido registrada previamente, únicamente para la variedad 
resistente durante el proceso de inoculación; esto indicaba que el aumento de este 
compuesto podría asociarse a una respuesta involucrada a la resistencia contra el 
patógeno. Es importante destacar que esto coincide con lo registrado para el contenido 
total de flavonoides usando la aproximación espectrofotométrica Figura 4-22, donde a este 
mismo tiempo se habían presentado los cambios más significativos por la inoculación en 
las plantas previamente elicitadas.  
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Figura 4-23 Modulación de flavonoides elicitados-inoculados durante el tiempo asociados 
a los tratamientos evaluados, mediante regresión de mínimos cuadrados parciales 
dispersos con análisis discriminante (sPLS-DA). Este análisis se supervisó clasificando el 
grupo de muestras de acuerdo con la variedad en el tiempo 0. (A) Diagrama de puntajes 
(Scores plot). Las variaciones explicadas se muestran en paréntesis en cada uno de los 
ejes para cada componente principal (PC1 y PC2). En este diagrama cada punto 
representa cada réplica y la elipse coloreada muestra una región de confianza del 96% de 
los datos, de acuerdo con la supervisión (C = Control (rojo); E = Elicitado (verde). (B) 
Flavonoides importantes clasificados por el sPLS-DA de acuerdo con los puntajes 
asociados a la influencia de las variables (flavonoides anotados) en la proyección 
(Loadings). Los números a la izquierda corresponden al número asignado en la Tabla 4-1 
y Tabla 4-2 de anotación de flavonoides. Los cuadros de color a la derecha se asocian a 
la influencia en la discriminación del factor evaluado (i.e., variedad) de acuerdo con los 
valores de abundancia relativa del flavonoide detectado en los perfiles metabólicos para 
cada grupo de estudio. 
 
Partiendo de lo anterior, se seleccionó el tiempo de 48 hpi para estudiar a profundidad los 
flavonoides que contribuyen a una posible respuesta de inducción de resistencia durante 
el proceso de elicitación; la comparación anterior no incluía los correspondientes controles 
no inoculados, los cuales se requieren para un análisis más consistente con el fenómeno 
biológico objeto de estudio. Para ello, se procedió a realizar un análisis comparativo entre 
los valores de abundancia relativa en los perfiles metabolicos de los tratamientos E0C, E0I, 
E1C, E1I en dicho tiempo (Figura 4-24), encontrando los flavonoides con abundancias 
relativas más contrastantes para cada tratamiento. Es interesante observar que, en el 























(E0I), como se aprecia en el Scores plot (Figura 4-24B). Esto indica, como era de 
esperarse, que en alguna medida el reconocimiento del patógeno y la fracción elicitora 
debe estar mediada por procesos de reconocimiento similares, incluyendo probablemente 
moléculas del tipo PAMPs o MAMPs.  
De acuerdo con el mapa de calor de la Figura 4-24A se encuentra que, al comparar el 
tratamiento  E0C y E1C, los flavonoides que aumentaron su abundancia por el solo proceso 
de elicitación fueron 29, 10, 27, 33, 40, 41, 31, 21 y 9.  Al contrastar con los metabolitos 
previamente encontrados en el análisis realizado a 144 hpe, es decir a 0 hpi, en donde 
también se buscaron también, aquellos metabolitos mas representativos que se afectaban 
solamente por la elicitación (Figura 4-19), se evidencia que algunos de estos flavonoides 
se mantienen en el tiempo como es el caso de los flavonoides 10, 21 y 33. Esto evidencia 
que, al menos en el periodo evaluado (144 a 192 hpe), la respuesta metabólica por efecto 
de la elicitación es sostenida, al menos, en parte para algunos metabolitos. Sin embargo, 
se evidencia que efectivamente, tal y como se ha propuesto para este tipo de fenómenos, 
la respuesta es compleja siendo dinámica en el tiempo e involucrando la síntesis de otros 
compuestos de la misma familia; estudios en curso en el grupo de investigación, han 
encontrado que, de hecho, los niveles totales de dichos metabolitos tienen a disminuir en 
el tiempo. 
Finalmente, como resultado central del presente estudio, se deben destacar aquellos 
flavonoides que aumentaron sus niveles de manera significativa en las plantas inoculadas 
que fueron previamente elicitadas (E1I) Figura 4-24A. Este es el caso de los flavonoides 
36, 15, 33, 35, 42, 31 y 21. Es importante destacar que, de estos compuestos, la mayoría 
son flavonoles glicosilados, principalmente derivados de la quercetina, a excepción de la 
flavona 15 y 42 la flavanona 36. Por lo tanto, es posible, deducir que la ruta biosintetica se 
encuentra muy activa, pero se enfoca principalmente a la sintesis de flavonoles, 
principalmente de tipo quercetina, por lo que se esperaría que la enzima FLS esté muy 
activa a este tiempo. Asi mismo, tambien se observa que la mayor parte de los flavonoides 
anotados se encuentran glicosilados. Por lo tanto, es de esperarse que enzimas 
glicosiltranferasas de flavonoides también esten muy activas por efecto de la elicitación. 
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Figura 4-24 Comparación de abundancias relativas en los perfiles cromatograficos de 
flavonoides más contrastantes entre los tratamientos inoculado y control a las 96 h pos-
inoculación. (A) Resultado de comparación mostrado a manera de mapa de calor (rojo = 
mayor abundancia relativa y azul = menor abundancia relativa). Los números a la izquierda 
corresponden al número asignado en la tabla 4-1 de identificación de flavonoides. Los 
colores en la parte superior representan los tramientos (Control: rojo, incoulado: verde) 
Variedad susceptible. (B) sPLS-DA. Este análisis se supervisó clasificando el grupo de 
muestras de acuerdo con la variedad en el tiempo 0, para obtener el respectivo diagrama 
de puntajes (Scores plot). Las variaciones explicadas se muestran en paréntesis en cada 
uno de los ejes para cada componente principal (PC1 y PC2). En este diagrama cada punto 
representa cada réplica y la elipse coloreada muestra una región de confianza del 96% de 
los datos, de acuerdo con la supervisión (C = Control (rojo); E = Elicitado (verde). 
 
Es interesante resaltar que, entre los compuestos acá descritos, tanto la flavona 15 como 
el flavonol 21, fueron encontrados previamente como metabolitos posiblemente asociados 
con resistencia a la enfermedad en la etapa 1. Por tanto, se requiere en próximas 
investigaciones, profundizar sobre el papel de estos metabolitos en la interacción 
evaluando entre otros, su actividad biológica, cinética de acumulación y localización 
celular; esto con el fin de proponer un posible papel protagónico en esta interacción. 
A continuación, se presenta el análisis de los niveles transcripcionales de las enzimas 
involucradas en la biosíntesis de estos metabolitos, no solo con el fin de validar que 
































sino para conocer algunos posibles puntos de regulación de la ruta durante este evento de 
inducción de resistencia. 
4.2.4 Niveles transcripcionales  
Se presentan los niveles transcripcionales de genes codificantes para las enzimas CHS, 
CHI, FLS y del factor de trascripción MYB11, a diferentes tiempos después de la 
inoculación en tratamientos con y sin elicitación en raíces de clavel, empleando como gen 
de referencia el gen de la histona. Los análisis se llevaron a cabo teniendo en cuenta las 
indicaciones descritas en el numeral de materiales y métodos (sección 3.3.1), usando una 
aproximación relativa y aplicando, además, las siguientes relaciones matemáticas entre 
los valores de inoculado/control, tanto para los tratamientos no elicitados como los 
elicitados. Esta aproximación matemática permite evaluar los cambios que se presentan 
por efecto específico de la inoculación en ambos casos, descontando factores externos 
incluidos en el control y facilitando la comprensión del efecto de la elicitación. 
4.2.4.1 Chalcona sintasa  
Los niveles transcripcionales del gen codificante para la enzima CHS se presentan en la 
Figura 4-25A. Se determino qué en presencia del patógeno, en las muestras previamentes 
elicitadas (E1I) se generó un incremento significativo a las 12 y 96 hpi en la transcripción 
con respecto al gen de la histona, siendo este de 5 y 2 veces, respectivamente. En el caso 
de los tratamientos no elicitados, se evidencia que la inoculación con el patógeno no 
generá cambios importantes en los niveles de transcripción de este gen, manteniendo 
valores cercanos a la unidad en cuanto a la relación matemática empleada Figura 4-25 B. 
Caso contrario sucede en los tratamientos elicitados inoculados (E1I), en donde se 
evidencia que a las 12 hpi se presenta un aumento de 3,4 veces a lo encontrado para las 
muestras control correspondientes (E1C) Figura 4-25 C. También se presentó un 
incremento significativo a las 96 hpi en las muestras elicitadas inoculadas, siendo 2 veces 
superior con respecto a las muestras elicitadas sin patógeno (E1C). Estos resultados 
evidencian que elicitación efectivamente favorece la trascripción del gen chs en presencia 
del patógeno a las 12 y 96 hpi. 
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Figura 4-25. (A) Niveles de mRNA para el gen chs evaluado que codifica para una enzima 
CHS, a diferentes tiempos pos-inoculación. (B) Relación de los niveles transcripcionales 
entre tratamientos no elicitados (inoculado/control) E0I/E0C y elicitado (inoculado/control)  
E1I/E1C. Las barras de error verticales representan la desviación estándar de cada 
promedio (n=3).  
4.2.4.2 Chalcona isomerasa  
En cuanto a la transcripción para el gen codificante para la CHI evaluado, los resultados 
se presentan en la Figura 4-26 A. Se observó al igual que en el caso del gen chs, un 
incremento significativo a las 12 y 96 hpi en los tratamientos elicitados-inoculados (E1I), 
siendo de 10 y 2 veces superior con respecto al gen de referencia. Por otro lado, al 
comparar las relaciones inoculado/control, se evidencia que, mientras en el caso de los 
tratamientos sin elicitación, se mantienen valores constantes cercanos a 1 Figura 4-26 B, 
en el caso de los tratamientos elicitados se evidencia que tanto a las 12 y 96 hpi estos 

































































































resultados se evidencia que al igual que en el caso de la CHS, la elicitación favorece la 
trascripción del gen codificante para la enzima CHI, en presencia del patógeno.  
 
 
Figura 4-256 (A) Niveles de mRNA para el gen codificante para la enzima CHI evaluado, 
a diferentes tiempos pos-inoculación. (B) Relación de los niveles transcripcionales entre 
tratamientos no elicitados (inoculado/control) E0I/E0C y elicitado (inoculado/control)  
E1I/E1C. Las barras de error verticales representan la desviación estándar de cada 
promedio (n=3).  
4.2.4.3 Flavonol sintasa  
Los niveles transcripcionales en la aproximación relativa empleada para la enzima FLS, se 
presentan en la Figura 4-27 A. Se evidenció que, para este caso, a las 24 hpi se presenta 
el aumento mas significativo en los  niveles de transcripción para el tratamiento elicitación-
inoculación, siendo casí de 5 veces con respecto al gen de referencia empleado. A las 96 
hpi también se presenta un aumento significativo en los niveles de transcripción para este 
gen, siendo de 3 veces el aumento con respecto al gen de la histona. Al comparar los 
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Figura 4-27 B y C, se evidencia que la elicitación genera una potencialización de la 
respuesta, pues mientras los cambios son muy bajos en el tratamiento no elicitado, para 
los tratamientos elicitados, tanto a 24 y 96 hpi, se presenta un aumento de 4 y 2,5, 
respectivamente. De acuerdo con estos resultados, se evidencia que la elicitación 
favoreció la transcripción del gen Dca12008.1 que codifica para la enzima FLS y, 
posiblemente este incremento a las 24 hpi, este relacionado con la presencia de varios 




Figura 4-27 (A) Niveles de mRNA para el gen Dca12008.1 que codifica para una enzima 
FLS, a diferentes tiempos pos-inoculación. (B) Relación de los niveles transcripcionales 
entre tratamientos no elicitados (inoculado/control) E0I/E0C y elicitado (inoculado/control)  
E1I/E1C. Las barras de error verticales representan la desviación estándar de cada 































































































4.2.4.4 Factor de transcripción MYB11 
Los niveles transcripcionales para el factor de transcripción MYB11 presentaron 
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (Figura 4-28 A). El tratamiento 
inoculado previamente elicitado (E1C) a las 12h, 48h y 96h fue significativamente diferente 
a su control de elicitación E1C y al tratamiento inoculado que no fue elicitado (E0I), 
evidenciando que la elicitación potencializa su transcripción durante la presencia del 
patógeno. Por otro lado, es interesante que los tiempos en donde se presentó una 
transcripción significativamente superior para este factor de transcripción (12h, 48h y 96h) 




Figura 4-28 (A) Niveles transcripcionales de Dca26277.1 que codifica para un factor MYB, 
a diferentes tiempos pos-inoculación. (B) Relación de los niveles transcripcionales entre 
tratamientos no elicitados (inoculado/control) E0I/E0C. (C) Relación de los niveles 
transcripcionales en el tratamiento elicitado (inoculado/control)  E1I/E1C. Las barras de 
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Al comparar lo que sucede con respecto en las relaciones matemáticas inoculado/control 
(Figura 4-28 B y C), es claro que la elicitación potencializa la respuesta de este gen 
durante la inoculación en los tiempos reviamente citados. Es interesante que, durante la 
inoculación sin elicitación, este gen diminuye de manera significativa su expresión, 
indicando que es probable que efectores del patógeno pueden estar afectando la 
transcripción de este gen. Es bien sabido que diferentes efectores pueden afectar la 
transcripción de genes importantes para la respuesta de la planta (Uwe Conrath et al., 
2006). 
Los resultados acá mostrados evidencian que la elicitación permite una reprogramación 
transcripcional en la variedad susceptible, que le permite mejorar su respuesta ante el reto 
con el patógeno, siendo de alguna manera similar a lo encontrado con la variedad 
resistente. Esto es importante considerando que es el primer reporte del papel de la 
potencialización de la biosíntesis de flavonoides (incluyendo la reprogramación 
transcripcional), durante la inducción de resistencia del clavel por la aplicación de elicitores 
de origen biótico y es evidencia de un proceso de priming en este proceso, tal y como ha 
sido reportado por otros autores usando otros procesos bioquímicos (Martinez-Medina et 





5. Discusión Final 
Los resultados representados en en presente trabajo aportan a los estudios de interacción 
clavel-Fod, permitiendo profundizar sobre la respuesta del clavel asociada con la 
biosíntesis de flavonoides. En primer lugar se corroboraron que las variedades escogidas 
en el estudio son contrastantes a la enfermedad (Figura 4-1 y 4-2), un punto central para 
estos estudios comparativos, tal y como ha sido sugerido por diversos autores (Ardila et 
al., 2013; Martinez, 2019; Vargas, 2019). Es relevante recordar que las variedades del 
clavel presentan resistencia multigénica al marchitamiento vascular, lo que hace muy 
importante verificar la resistencia de los genotipos a usar, en este tipo de ensayos in vivo 
comparativos. La susceptibilidad de la variedad Mizuki (s), de acuerdo con los reportes de 
la empresa Florval QFC, es bastante alta, lo que fue confirmado en los dos ensayos in vivo 
realizados; se presentó en ambos casos un índice de severidad aproximado de  0.7 a las 
7 semanas posinoculación (Figuras 4-1 y 4-17); sin duda la susceptibilidad a la 
enfermedad ha sido ampliamente confirmada. Es por ello por lo que el uso de este genotipo 
parece bastante pertinente para evaluar el efecto de la aplicación de los elicitores de origen 
biótico, tanto en la respuesta bioquímica de la planta, como en la posible inducción de 
resistencia; objetivo central del presente estudio.  
Los resultados de este trabajo confirmaron que, tal y como se ha venido demostrando en 
nuestro equipo de investigación, si hay inducción de resistencia por la aplicación de 
elicitores obtenidos a partir del mismo patógeno. Así mismo, se evidenció que esta 
inducción de resistencia esta asociada a un fenómeno de priming que incluye una 
potencialización de la biosíntesis de flavonoides. Sin embargo, no se puede olvidar que la 
resistencia al marchitamiento vascular del clavel es un escenario mucho más amplio, que 
incluye otros fenómenos bioquímicos, considerando la reportada resistencia poligénica 
para esta enfermedad (Baayen, Sparnaaij, Jansen, & Niemann, 1991; Soto-Sedano, 
Clavijo-Ortiz, & Filgueira-Duarte, 2012). Por lo tanto, se requieren estudios 
complementarios que permitan tener una descripción mas profunda de los fenómenos 
bioquímicos en los que se sustenta esta respuesta. 
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En esta investigación, luego de un análisis basado en perfilado metabólico dirigido y 
análisis moleculares, se profundizan estudios previos sobre este modelo planta-patógeno 
que habían descrito previamente el papel de la biosíntesis de flavonoides en la resistencia 
del clavel (Ardila et al., 2013; P. Curir et al., 2005; Galeotti, Barile, Lanzotti, et al., 2008) 
Sin embargo, el presente estudio es el primer reporte utilizando análisis metabolómico 
dirigido para estudiar esta interacción y los flavonoides aquí anotados van a permitir 
avanzar en los futuros proyectos para entender la interación clavel-Fod .  
A nivel constitutivo, se describió que el contenido de fenólicos y de flavonoides totales es 
mayor en la variedad resistente que en la variedad susceptible, corroborando la 
información previa reportada para raíces de clavel (Figura-4-3) (Ardila, 2013 Curir .2003, 
Higuera & Gómez, 1996). Estas diferencias, de acuerdo con los análisis de metabolómica 
realizados, se deben a la presencia de los flavonoides 2, 5, 6, 8, 9 y 10, los cuales se 
caracterizan por ser flavonoles glicosilados en su mayoria; este tipo de compuestos habían 
sido reportados  previamente en clavel, siendo reconocidos por actividad biológica contra 
el patógeno (Curir et al, 1996; Galeott et al, 2008.; Ardila 2013; Lanzotti et al, 2008). La 
presente investigación demostró que la presencia de flavonoles en la variedad resistente 
de clavel objeto de estudio, se asocia a altos niveles transcripcionales de la enzima FLS. 
Por lo tanto, entre las variedades de clavel evaluadas Golem (resistente) y Mitzuki 
(susceptible), es probable que la biosíntesis diferencial de flavonoles glicosilados puede 
estar relacionada con las diferencias fenotípicas presentadas en términos de la resistencia 
a la enfermedad. Estos resultados estarían de acuerdo con reportes en otras especies 
vegetales que han descrito que, niveles constitutivos diferenciales de flavonoides, están 
asociados a resistencia a patógenos del genero Fusarium (Atanasova-Penichon, Barreau, 
& Richard-Forget, 2016; Gill et al., 2018; Ravensdale et al., 2014; Venturini et al., 2016) 
De acuerdo con los resultados obtenidos durante la interacción con el patógeno, se 
propuso el modelo descrito en la Figura 5-1., el cual resume algunos de los aspectos 
centrales de la respuesta del clavel al patógeno en términos de la biosíntesis de 
flavonoides. Como característica general, se observó que independientemente de la 
variedad, la presencia del patógeno activa las rutas de señalización de biosíntesis de 
flavonoides, tal y como ha sido sugerido en otros modelos (Kim et al., 2019). Sin embargo, 




la que responde más rápidamente y con abundancias relativas superiores de ciertos 
flavonoides, especialmente aquellos de tipo flavonol glicosilados. Resultados similares se 
han reportado para otras plantas en interacción con Fusarium como lo es en el modelo F. 
oxysporum f.sp. ciceri– garbanzo (Kumar et al, 2015) y F. graminearum (FB) – cebada (Li 
et al, 2019). Los flavonoides 3, 5, 14 y 15 pueden tener un papel protagónico en la 
resistencia del clavel al patógeno, teniendo en cuenta que permiten diferenciar la respuesta 
asociada a la resistencia a las 96 hpi, entre las dos variedades objeto de estudio. Otros 
metabolitos como los flavonoides 19, 9, 21, 23, 7, 4 y 12 pueden tener también un papel 
en la respuesta de la planta resistente. Sin embargo, es necesario realizar otros estudios, 
que permitan elucidar su posible función biológica contra el patógeno; algunos flavonoides 
derivado del kaempferol reportados en clavel, han presentado actividad biológica contra el 
patógeno Fod (Curir et al, 2001) y otros fitopatógenos (Li Et al, 2019, Choo, 2016). 
La aproximación metabolómica complementada con datos de los niveles de mRNA de 
algunas enzimas, permitieron describir con mayor profundidad la biosíntesis de flavonoides 
en este modelo planta-patógeno. Fue evidente que la interacción con el patógeno, además 
de los cambios en metabolitos previamente mencionados, genera una inducción diferencial 
en los niveles transcripcionales de las enzimas CHS, CHI, FLS y del factor de transcripción 
MYB11. Esto es evidencia que, tal y como se había reportado previamente en este modelo, 
el aumento en la biosíntesis de flavonoides es un proceso asociado con la resistencia a la 
enfermedad (Ardila et al., 2013). Reportes previos del papel de estos compuestos en otros 
modelos, son frecuentes en la literatura (Dongyun Ma et al., 2014). Sin embargo, son pocos 
los que permiten profundizar sobre estos fenómenos usando herramientas 
complementarias de la metabolomica y la biología molecular. 
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Figura 5-2. Modelo de biosíntesis de flavonoides de la variedad resistente en clavel, 
durante la interacción con Fod. 0 (1) El Recocimiento del patógeno por parte de la planta, 
desencadena la señalización hacia el núcleo (2), para que ocurra el incremento de mRNA 
del gen MYB11 (Dca26277.1) a las 12 hpi (3), lo que a su vez, favorecerá en un incremento 
de este factor de transcripción (4), el cual presuntamente se unirá a la región promotora 
de los genes chi y chs (5),  favoreciendo el incremento de mRNA de estos genes a las 24 
hpi (6). Por otro lado, se observa un incremento de mRNA para el gen fls a las 48 hpi (7). 
Los mRNAs se traducirán en proteína favoreciendo el complejo multienzimatico de la ruta 
de los flavonoides ubicado en el retículo endoplasmático, también se estima que las 
enzimas GTF son importantes durante el proceso de síntesis de flavonoides (8). 
Finalmente, se observan los principales flavonoides sintetizados a las 96 hpi y, de acuerdo 
con su estructura, se estima que pueden actuar como compuestos antifúngicos, 
antioxidantes y/o osmoreguladores (9).  
 
El efecto de la aplicación de inductores de resistencia ha sido objeto de estudio desde hace 
varios años por la comunidad científica y se ha descrito, desde el punto de vista bioquímico, 
y molecular, al priming como el proceso en el que se fundamenta la inducción de 
resistencia por la aplicación de inductores bióticos o abióticos (Namdeo, 2007; Ramirez-
Prado et al., 2018; Wiesel et al., 2014a). En el presente estudio se determinó que la 















aplica la fracción elicitora objeto de estudio. En la Figura 5-3, se presentan los resultados 
generales asociados con esta respuesta. 
Iniciamente en la fase de sensibilización, evaluada únicamente a las 144 hpe, se determinó 
que efectivamente el elicitor tiene un efecto en la biosíntesis de flavonoides, asociada al 
aumento de la abundancia relativa especifica de nueve flavonoides, comparada con el 
control no elicitado, algunos de ellos flavonoles glicosilados. El incremento de flavonoles 
en este etapa puede asociarse entre otros, a su papel como antioxidantes, debido a que 
pueden actuar como reguladores de la acumulación de ROS, una respuesta que ha sido 
reportada en otros procesos de inducción de resistencia (Balmer, Pastor, Gamir, Flors, & 
Mauch-Mani, 2015; Mauch-Mani et al., 2017); es posible que esos compuestos ayuden a 
regular el estrés oxidativo para que no sea nocivo para la planta (Mierziak et al., 2014). El  
incremento de fenoles totales, también se puede asociar a un aumento en los procesos de 
lignificación en las paredes celulares, como ha sido descrito en especies modelo como 
Arabidopsis thaliana, donde se demostró que plantas previamente elicitadas, tenian mayor 
acumulación de compuestos fenólicos y lignificación de paredes (Schenk et al., 2014). No 
se puede olvidar el potencial papel que estos metabolitos pueden tener como antifúngicos; 
son varios los reportes que han propuesto un papel protagónico en las interacciones 
planta-patógeno por esta propiedad (Agati et al., 2012; Falcone et al., 2012;  Treutter, 2005; 
2006). 
Durante esta etapa de sensibilización, también se describió un aumento significativo en la 
expresión de genes que codifican para las enzimas involucradas en la biosíntesis de 
flavonoides. Este notable incremento se asoció también con el incremento de los niveles 
transcripcionales del factor de transcripción MYB11. Este resultado es bastante 
interesante, considerando que de acuerdo con Conrath et al. (2006), en la fase de 
sensibilización las plantas aumentan los niveles de diferentes factores de transcripción, 
asociados con genes de defensa; se presume que, de esta manera, cuando ocurre la etapa 
de desafío, la planta podrá transcribir mas rápidamente los genes que son importantes 
para la respuesta de la planta. Con el presente estudio se presenta evidencia experimental 
que indica que, en el clavel, el proceso de inducción de resistencia usando inductores de 
origen biótico, están de acuerdo con este modelo; el aumento en los niveles 
transcripcionales del factor  MYB11 incrementan durante la etapa de sensibilización y, 
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posteriormente, durante la etapa de desafío, se evidenció un aumento en la transcripción 
de enzimas como CHS, CHI y FLS. Entre otras de las respuestas asociadas al proceso de 
sensibilización reportadas, se encuentra la acumulación de MAP quinasas, lo cual favorece 
a que se potencialicen los eventos de señalización cuando ocurre el posterior 
reconocimiento del patógeno (Beckers et al., 2009). Por último, se ha reportado que, por 
la elicitación, se pueden ver aumentos significativos en hormonas de señalización como el 
SA (Vos Et al, 2013, Conrath, 2011). Es probable que estos eventos también ocurran en 
clavel durante este proceso de sensibilización. Es por ello por lo que actualmente se están 
realizando estudios complementarios que buscan describir a profundidad estos 
fenómenos, usando herramientas propias de la proteómica y la transcriptómica.  
 
Figura 5-3. Modelo propuesto para los fenómenos asociados a la biosíntesis de 
flavonoides durante la elicitación en la variedad de clavel susceptible Misuki.  En azul se 
presenta la etapa de sensibilización y en naranja la etapa de desafío. La línea verde 
representa resultados presentados en las plantas que fueron elicitadas y la roja representa 





Frente al desafío del patógeno se observaron respuestas diferenciales entre las plantas 
elicitadas y no elicitadas, (Figura 5-2); se evidenció una respuesta más rápida y robusta 
en la biosíntesis de flavonoides para aquellas plantas que fueron previamente elicitadas, 
tal y como ha sido reportado por otros autores en otros modelos (Mauch-Mani et al, 2017).  
Es así como se evidenció que existen una estimulación especifica de algunos de ellos 
flavonoles glicosilados y de la transcripcion de genes asociados con los procesos 
biosintéticos involcurados. Es muy probable que fase de potencialización de la respuesta 
sea mucho mas compleja a lo descrito por esta investigación, e involucre muchos otros 
fenómenos de señalización y defensa, tal y como se sugiere en el proceso de 
sensibilización. Sin embargo, este trabajo permite proponer que la inducción de resistencia 
por medio de elicitores de origen biótico a partir de Fod, esta mediada por un fenómeno de 
priming que involucra cambios en la biosíntesis de flavonoides. Así mismo se evidenció el 
potencial papel que tiene en la inducción de resistencia el factor de transcripción MYB11; 
los fenómenos de señalización de la transcripción han sido de particular interés en el 
estudio del priming, pues sin duda al estimularlos, pueden tener efecto en toda una ruta o 
familia de genes específicos asociados con resistencia (Uwe Conrath, 2009; Martinez-
Medina et al., 2016; Vos et al., 2013) 
La presente investigación representa el primer trabajo conjunto de metabolómica dirigida 
y biología molecular aplicados sobre la biosíntesis de flavonoides en clavel, durante la 
interacción con Fod, permitiendo documentar, por primera vez, algunos fenómenos 
bioquímicos involucrados en el priming del clavel cuando se aplican elicitores de origen 
biótico. Sin duda, los resultados de este trabajo permiten ampliar el conocimiento 
bioquímico de la ruta biosintética de los flavonoides en el proceso de defensa vegetal y, 
permiten a su vez describir flavonoides previamente no descritos en esta especie vegetal. 
El conocimiento generado en este trabajo complementa los trabajos desarrollados en este 
modelo, y lleva a profundizar sobre el potencial de la aplicación de elicitores de origen 
biótico para el control del marchitamiento vascular del clavel.  
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6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
En la presente investigación se describió que la biosíntesis diferencial a nivel 
constitutivo de flavonoides,  a nivel de las raíces de las dos variedades de clavel objeto 
de estudio, incluye una mayor acumulación de los flavonoles 2, 5, 6, 8, 9 y 10, y de 
sobre expresión de los genes codificantes para enzimas asociadas con su  biosíntesis, 
como es el caso del flavonol sintasa. 
Por efecto de la inoculación con el patógeno Fod se encontró que a nivel de las raíces 
de la planta, se presenta una biosíntesis diferencial de flavonoides entre las dos 
variedades objeto de estudio, que incluye a las 96 hpi, la presencia de los flavonoides 
3, 5, 14 y 15 en la variedad resistente inoculada,  así como la expresión diferencial de 
los genes codificantes para las enzimas CHS, CHI, FLS y el factor de transcripción 
MYB, en el periodo de 12 a 48 hpi dependiente del gen objeto de estudio.  
Teniendo en cuenta los análisis de correlación estadística, se evidenció que la 
respuesta de la biosíntesis de flavonoides en la interacción clavel-Fod en la variedad 
resistente, se presenta de manera coordinada a nivel de la acumulación de metabolitos 
y la expresión de los genes involucrados, probablemente mediante la regulación del 
factor de transcripción MYB11  
El proceso de sensibilización de las plantas susceptibles a las 144 hpe, generó un 
aumento en el contenido total de fenoles y flavonoides. Estos últimos asociados con la 
acumulación de los flavonoides 12, 18, 25, 6, 26 y 21.  Esto se puede relacionar con el 
incremento en la transcripción de los genes chi y chs y del factor de transcripción 
MYB11. Por lo tanto, se evidencia que el elicitor empleado favorece la biosíntesis de 
flavonoides y probablemente también favorezca la activación de otras respuestas 
asociadas a defensa. 
Las plantas de la variedad susceptible que fueron sometidas al reto con el patógeno 




de mayor intensidad, presentando una acumulación diferencial de los flavonoides 32, 
31,15, 33 y 35. Esta respuesta esta asociada a la sobre expresión de los genes 
codificantes para las enzimas CHS, CHI, FLS y el factor de transcripción MYB, en el 
periodo de 12 a 48 hpi dependiente del gen objeto de estudio 
  
La inducción de resistencia al marchitamiento vascular del clavel por la aplicación de 
elicitores de origen biótico, esta asociada a un fenomeno de priming que involucra la 
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6.2 Recomendaciones 
1. Realizar ensayos de actividad DDPH y de actividad biológica de extractos 
completos o fracciones de los flavonoides anotados para esclarecer la posible 
función biológica de los flavonoides contra Fod 
2. Aislar y, mediante el apoyo de técnicas como resonancia magnética nuclear y 
espectrometría de masa tándem (MSn), realizar una identificación a nivel 1, con el 
fin de determinar el isómeros correcto, de los flavonoides anotados en este estudio 
y que resultan ser importantes en la interacción. 
3. Se recomienda realizar un estudio de las enzimas glicosiltransferasas en futuras 
investigaciones de biosíntesis de flavonoides en clavel, teniendo en cuenta que 
todos los flavonoides anotados en este estudio se encontraban en su forma 
glicosilada. Por lo tanto, las enzimas glicosiltranferasas son un punto de interés en 
la respuesta al patógeno. 
4. Realizar estudios de actividad enzimática de la FLS, para complementar los 
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